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GSK3 plays an important role in many physiological processes such as 
microtubule dynamics, cell cycle division, glucose metabolism, apoptosis, embryonic 
development, cell differentiation and adult neurogenesis. We have previously reported 
the effects on dentate gyrus (DG) neurogenesis of overexpress GSK3β in adult neurons 
under CamKIIα promoter. These mice present atrophied DG and less neurogenic niches 
which show a reduced proliferative activity leading to almost a total depletion with age.  
Here, by using GFAP promoter, we have generated a transgenic mice overexpressing 
GSK3β in glial cells.  
First, differences have been detected in GFAP/OE GSK-3β mice due to GSK3β 
overexpression such as an increase in brain weight, volume of dentate gyrus and 
number of mature granule neurons. Interestingly, main astrocytes overexpressing 
GSK3β are those present in the cerebellum as well as those present in the SGZ of the 
hippocampus. Behavioral tests suggest that GSK3β overexpression can be helpful as 
demonstrated by the Rotarod test or by the increasing freezing time observed in the fear 
conditioning test.  
Focusing our study in the SGZ, we have demonstrated that the increase in DG 
observed in this animal model could be due in part to alterations in neurogenesis. Thus, 
we have detected an increase in the number of neural progenitor cells in the 
overexpressing mice by using molecular markers such as BLBP, Sox2 and DCX. In 
good agreement, neural precursors isolated from GFAP/OE GSK3 mice, exhibit 
increased cell proliferation in culture. However, although that animal model has a 
higher number of neuronal progenitors we did not observed differences in parameters 
such as cell proliferation, survival of newly generated neurons or division cycle reentry.  
Interestingly, an increase in Dkk1 y sFRP3 mRNA, inhibitors of Wnt-frizzled complex, 
is observed. Moreover, some alterations occur because an increase in active microglial 
cells as well as changes in levels of some cytokine molecules is observed. This could be 
the explanation for changes in morphology of dendritic tree observed in mature 
newborn neurons of GFAP/OE GSK3 after switching off the transgene. 
In summary, these findings suggest that an increase in GSK3β activity in neural 
progenitors provokes an increase in these precursors at least in SGZ as well an increase 

























































1. Neurogénesis adulta 
 
 
1.1.  Visión general 
 
La neurogénesis es el proceso por el cual se generan nuevas neuronas. Esta 
producción tiene lugar principalmente en la etapa embrionaria, durante la formación y 
desarrollo del sistema nervioso. Sin embargo, no es el único momento de generación de 
neuronas, también hay producción de éstas durante la vida adulta. Este evento se 
denomina neurogénesis adulta y es el proceso de formación de nuevas neuronas durante 
la vida adulta del organismo, una vez finalizado su desarrollo. 
Este es un concepto relativamente nuevo para la ciencia. A pesar de los primeros 
indicios, que datan de hace unos 50 años, no fue hasta hace un par de décadas cuando 
este proceso tomó auge y fue considerado y tenido en cuenta. La idea más aceptada en 
la comunidad científica era que nacíamos con un número determinado de neuronas y 
estas iban muriendo durante la vida del individuo.  
Hoy en día se acepta que la producción de neuronas no se detiene durante la vida 
adulta. Hay ciertas zonas, llamadas regiones neurogénicas, donde no cesa la producción 
de nuevas neuronas así como su integración funcional en la red neuronal y sináptica 
preexistente. Bajo condiciones fisiológicas, estas regiones son la zona subventricular 
(SVZ) y la zona subgranular (SGZ) del giro dentado (GD). La primera de ellas se 
encuentra en la pared del ventrículo lateral. Aquí tiene lugar la generación de nuevas 
neuronas, cuyo destino final no se encuentra en esta zona ventricular. Las neuronas aquí 
producidas migran por la vía migratoria rostral (RMS), hasta alcanzar el bulbo olfatorio, 
donde se harán maduras y desempeñarán su función. La SGZ se encuentra dentro del 
hipocampo y es la región delimitada entre el GD y el hilus. Estas nuevas neuronas 
desempeñarán su funcionalidad en el mismo GD, donde se conectarán sinápticamente 
con las vías aferentes procedentes de la corteza entorrinal y enviarán sus axones con 








1.2.  Historia 
 
El establecimiento del concepto de neurogénesis adulta se logró, como cualquier 
saber científico, gracias al aporte de pequeños avances de muchos investigadores. Con 
anterioridad al establecimiento de la neurogénesis adulta como tal, se hicieron diversas 
observaciones que apoyaban la división celular en el cerebro. Hace más de un siglo, 
Erza Allen en 1912 observó células en mitosis en las paredes del ventrículo lateral del 
cerebro adulto de roedores (Allen 1912). Fue el primer dato que se conoce de la 
observación de la división de células en el cerebro. No sería hasta 46 años más tarde 
cuando se publicó, no sólo la observación de figuras mitóticas en el cerebro, sino el 
marcaje activo de células que se estaban dividiendo. Empleando timidina tritiada que se 
incorpora durante la síntesis del DNA, Messier, Leblond y Smart observaron de nuevo 
el marcaje de células en las paredes ventriculares del cerebro de roedores que 
demostraba, inequívocamente que había células que se estaban dividiendo (Messier, 
Leblond et al. 1958). 
A pesar de que las primeras observaciones se hicieron en la SVZ, la 
neurogénesis adulta se descubrió como tal en la zona subgranular del GD. La razón fue 
que la migración de las nuevas neuronas generadas en la SVZ hasta el bulbo, no se 
descubrió hasta la década de los años 60. Los trabajos de Joseph Altman fueron los 
primeros que establecieron el inicio del conocimiento acerca de la neurogénesis adulta. 
En sus publicaciones de la década de los años 60 describió la neurogénesis adulta 
primero en el hipocampo y luego en la SVZ, realizando un estudio bastante detallado 
del proceso en ambas regiones, incluyendo la migración y localización final de las 
neuronas producidas en la SVZ (Altman 1962; Altman 1962; Altman 1963; Altman and 
Das 1965; Altman and Das 1965; Altman 1969). 
La existencia de neurogénesis adulta, a pesar de todas estas evidencias, no era 
claramente aceptada por la comunidad científica y se veía con escepticismo. Aunque se 
continuaron haciendo importantes aportaciones como los trabajos en los años 70 y 80 de 
investigadores como Kaplan, que demostró mediante microscopia electrónica, que las 
células que se estaban generando eran nuevas neuronas (Kaplan and Hinds 1977). Los 
trabajos de Nottebohm pueden considerarse la primera evidencia de la funcionalidad 





intervenía en el dimorfismo sexual que existe en el núcleo cerebral encargado del canto 
en pájaros cantores como los canarios. Era esta neurogénesis la que permitía el 
aprendizaje de nuevos cantos en la estación de cría (Goldman and Nottebohm 1983; 
Paton and Nottebohm 1984). 
No fue hasta 30 años más tarde, la década de los años 90, cuando la 
neurogénesis volvió a ser un tema científico de interés, aceptado y en auge. A esto 
contribuyó la publicación de trabajos como el descubrimiento en 1992 de la presencia 
de células madre neurales en mamíferos adultos por Reynolds y Weiss (Reynolds and 
Weiss 1992), trabajos que demostraban la presencia de neurogénesis en primates no 
humanos (Gould, McEwen et al. 1997; Gould, Reeves et al. 1999; Kornack and Rakic 
1999) y finalmente el trabajo de Eriksson en 1998 que apoyaba la presencia de 
neurogénesis en humanos (Eriksson, Perfilieva et al. 1998). 
En este resurgimiento de la neurogénesis, tuvo gran importancia el avance de las 
técnicas metodológicas. Entre otras, cabe destacar el marcaje con timidina tritiada 
combinada con técnicas inmunohistoquímicas para demostrar el carácter neuronal de las 
células generadas (Cameron, Woolley et al. 1993) o el uso de análogos de timidina 
como sustituto del marcaje radiactivo que permitió visualizar las neuronas de nueva 
generación mediante dobles y triples inmunomarcajes combinado con microscopía 
confocal(Kuhn, Dickinson-Anson et al. 1996). Por último, el marcaje mediante el uso 
de retrovirus de las nuevas neuronas maduras e integradas (van Praag, Schinder et al. 
2002). 
 
1.3.  Regiones neurogénicas 
 
Son aquellas regiones del cerebro adulto donde, debido a sus características 
particulares, se produce la generación de nuevas neuronas. Las características de estas 
regiones serán la presencia de precursores neuronales capaces de dividirse y un 
microambiente permisivo donde estos precursores puedan producir  neuronas nuevas. 
En condiciones fisiológicas existen dos regiones neurogénicas en el cerebro adulto de 







1.3.1. Zona subventricular (SVZ)  
 
En esta región, también llamada zona subependimal, tiene lugar la producción de 
nuevas neuronas que están implicadas en el funcionamiento del sistema olfativo. La 
SVZ se encuentra en la pared lateral de los ventrículos laterales y es el remanente de la 
zona de proliferación embrionaria. Una vez finalizado el desarrollo embrionario, aquí se 
siguen produciendo nuevas neuronas que pasarán a ser funcionales en el bulbo olfatorio. 
En este caso se trata de varios tipos de interneuronas: un tipo de la zona granular y dos 
tipos de interneuronas de la zona periglomerular. Una característica de las neuronas que 
se generan en la SVZ, es que tienen su destino funcional a una gran distancia de donde 
son generadas. Estas neuronas inmaduras tendrán que migrar un largo recorrido hasta 
llegar a su ubicación final. El camino que siguen recibe el nombre de vía migratoria 
rostral (RMS) y se produce migración de los neuroblastos en modo cadena (Imagen 1).  
Los trabajos de Fiona Doetsch en el laboratorio de Alvarez-Buylla, 
caracterizaron los distintos tipos celulares presentes en la SVZ. Existen tres tipos de 
intermediarios neurogénicos. Las células tipo B son astrocitos y son los encargados de 
generar las nuevas neuronas, son los precursores neurales. Las células tipo C son células 
de amplificación transitoria y son las que más activamente se dividen. Por último, las 
células tipo A son los neuroblastos inmaduros que migran hasta su localización final en 
el bulbo olfatorio (Doetsch, Garcia-Verdugo et al. 1997). Esta región neurogénica tiene 
una gran producción de neuronas en roedores mientras que en humanos parece 
desaparecer a los pocas semanas tras el nacimiento (Sanai, Nguyen et al. 2011). 
El sistema olfatorio tiene otra zona de producción de nuevas neuronas durante 
toda la vida del organismo, como es el epitelio olfativo. En este caso se encuentra fuera 
del sistema nervioso central y su función es regenerar las neuronas receptoras del 
sistema olfativo. 
 
1.3.2. Zona subgranular (SGZ) 
 
El hipocampo se localiza en el lóbulo temporal de manera bilateral. En él residen 
importantes funciones como son, entre otras, la memoria a corto plazo y la memoria 
espacial. Anatómicamente, podemos diferenciar distintas estructuras como el subículo, 





y CA3) y la fascia dentata o giro dentado (GD).  
Es aquí en el GD, donde hay una continua producción de neuronas durante toda 
la vida adulta. En este caso la región donde se localizan los precursores neuronales es la 
zona subgranular (SGZ) del GD que queda delimitada por los somas de las células 
granulares del GD y el hilus (Imagen 2). Una gran diferencia con el caso de la 
neurogénesis en la SVZ, es que las nuevas neuronas del GD no migran grandes 
distancias, sino que se producen en la SGZ y tienen su destino a pocas micras, en el 
mismo GD, donde maduran y son funcionales.  
Las nuevas neuronas formadas establecen sinapsis de tipo gabaérgico durante las 
primeras etapas de su maduración, pasando posteriormente a establecer contactos 
sinápticos de tipo glutamatérgico (Esposito, Piatti et al. 2005; Ge, Goh et al. 2006; 
Overstreet-Wadiche, Bromberg et al. 2006). En los primeros estadíos, estas nuevas 
neuronas son hiperexcitables y con mayor plasticidad sináptica en comparación con las 
granulares maduras (Schmidt-Hieber, Jonas et al. 2004; Ge, Sailor et al. 2008). 
Al final de todo este proceso, se generan neuronas granulares maduras que pasan 
a formar parte de la red sináptica prexistente del GD. Se integran en el primer punto del 
circuito trisináptico del hipocampo, donde recibirán información de la vía perforante 
procedente de la corteza entorrinal. Estas nuevas neuronas mandan sus axones a CA3 











Imagen 1. Representación esquemática de las regiones neurogénicas en el cerebro adulto. El 
recuadro rojo marca la zona ampliada, que corresponde con el giro dentado (DG) del hipocampo 
(Hipp). Los precursores neurales se localizarán en la SGZ. La otra región neurogénica es la SVZ, en 
la pared del ventrículo lateral (LV). Las nuevas interneuronas generadas migran por la vía migratoria 





1.3.2.1.  Etapas de la neurogénesis 
 
El proceso de la neurogénesis se puede dividir en varias etapas para su estudio, 
cada una de las cuales se caracterizada por distintos marcadores que permiten marcar  
los distintos tipos celulares y estudiar las distintas fases y eventos que tienen lugar en 
este proceso. De forma esquemática se pueden reconocer las siguientes etapas (Halbach 
2007): 
 
1. Proliferación: los precursores neurales residentes en la SGZ se dividen para dar 
lugar a dos células hijas. Estos precursores se caracterizan por la expresión de 
GFAP y nestina. La división puede ser simétrica o asimétrica, existiendo cierta 
controversia en este punto. Hay estudios que in vitro muestran la posibilidad de 
aislar precursores que se dividen indefinidamente. En este caso los precursores 
neurales darían lugar a una célula hija que acabaría diferenciando a neurona y 
otra que continuaría siendo célula madre. Otros autores no consiguen obtener 
neurosferas secundarias a partir de una única célula por lo que postulan que el 
tipo celular residente en la SGZ son células de linaje restringido (Seaberg and 
van der Kooy 2002; Seaberg and van der Kooy 2003; Bull and Bartlett 2005). 
  
2. Diferenciación: en esta etapa las células de amplificación transitoria se dividen 
y dan lugar a células hijas que son neuronas inmaduras. En esta fase las células 
ya no expresan GFAP, pero continúan expresando nestina. En los puntos más 
tardíos de la fase, las células paran su expresión de nestina y comienzan a 
expresar  doblecortina (DCX) y la forma modificada postraduccionalmente con 
ácido polisiálico de la molécula de adhesión neural (PSA-NCAM). 
 
3. Migración: en esta fase los neuroblastos inmaduros migran dentro de la capa 
granular del GD. Siguen expresando DCX y PSA-NCAM. En esta fase las 







4. Contacto dendrítico y axonal: a partir de esta fase las nuevas neuronas ya son 
postmitóticas. Extienden sus dendritas dentro de la capa molecular del GD y 
envían su axón hacía CA3, donde contactarán con las neuronas piramidales. En 
esta etapa las neuronas inmaduras siguen expresando DCX y PSA-NCAM. 
Además, comienzan a expresar la proteína de unión a calcio calretinina y el 
marcador neuronal NeuN, propio de neurona postmitótica. 
 
5. Integración sináptica: en esta última fase, las nuevas neuronas pasan a estar 
totalmente maduras y a establecer sus contactos sinápticos. Reciben inputs 
aferentes procedentes de la corteza entorrinal en las dendritas localizadas en la 
capa molecular. Al mismo tiempo, establecen contacto con las neuronas de CA3 
para enviar los inputs eferentes. En esta fase, las neuronas ya maduras dejan de 
expresar calretinina y comienzan a expresar calbindina. Estas neuronas maduras 















Imagen 2. Esquema orientativo del patrón de expresión temporal de los marcadores del 
proceso de neurogénesis. Se puede observar como los diferentes estadíos celulares en 
función de la etapa de diferenciación en la que se encuentran, expresan marcadores 
característicos que nos permite identificarlas. (Modificado de von Bohlen und Halbach 






Esta división no es rígida y cerrada sino que, dependiendo de los autores, se 
pueden encontrar diferencias; por ejemplo, los marcadores que caracterizan cada etapa, 
así como el tiempo durante el cual se expresa cada marcador. Además de los antes 
mencionados, GFAP y nestina, otros marcadores ampliamente utilizados característicos 
de los precursores neurales, son BLBP y Sox2. En las fases de diferenciación y 
migración, donde encontramos células de amplificación transitoria y neuroblastos 
inmaduros, podemos también encontrar marcadores como TUC4, Tuj1 o NeuroD, que 
colocalizarían con DCX y PSA-NCAM. Por otro lado Prox1, que es un marcador que 
aparece al final de la fase mitótica y perdura en las neuronas granulares maduras e 
integradas en el cerebro postnatal (Halbach 2007; Ming and Song 2011). 
 
1.3.2.2.  Intermediarios neurogénicos 
 
Al igual que fue descrito para la SVZ, los tipos celulares identificados para la 
SGZ son equivalentes y muy similares: 
-Células B: constituyen el reservorio de células madre situados en la SGZ, que 
al igual que en la SVZ, son astrocitos y expresan GFAP y nestina. A éstos se les llamó, 
por similitud con la otra zona neurogénica, células B (Seri, Garcia-Verdugo et al. 2001).  
-Células D: son las células generadas a partir de la división de las células B. 
Dentro de estas células tipo D se han establecido varios subtipos: las D1, con capacidad 
proliferativa y las D2 y D3 que ya son postmitóticas y pasarán a ser neuronas granulares 
maduras (Seri, Garcia-Verdugo et al. 2004). Estas células tipo D corresponderían a las 
que llevan a cabo las fases de diferenciación, migración y contacto dendrítico y axonal. 
Se tratan de varios estadíos, donde las D1 serían células de amplificación transitoria 
todavía mitóticas. Las D2 y D3 serían neuroblastos y neuronas inmaduras ya 
postmitóticas que migran y se integran en la red de neuronas granulares antes de ser 
totalmente funcionales. Estas células D se marcarán con anticuerpos como DCX 
(Francis, Koulakoff et al. 1999; Gleeson, Lin et al. 1999), PSA-NCAM, (Seki and Arai 
1991), NeuroD (Lee, Hollenberg et al. 1995), Prox1 ó TUC4 (Minturn, Geschwind et al. 
1995).  







Esta no es la única nomenclatura existente para denominar a los distintos tipos 
celulares que intervienen en la neurogénesis. Otra clasificación es la propuesta por 
Kempermann (Filippov, Kronenberg et al. 2003; Kempermann, Jessberger et al. 2004): 
-Células tipo-1: las células B serían equivalentes a las células tipo-1 y se 
caracterizan por los marcadores GFAP, BLBP, Sox2 y nestina.  
-Células tipo-2: son las generadas a partir de las células tipo-1. Las tipo-2 se 
subdividen en tipo-2a, que serían las células de amplificación transitoria que ya no 
expresan GFAP, pero si nestina y Sox2. Éstas no tendrían un equivalente en la 
nomenclatura alfabética, ya que las células D, que son las que derivan de los precursores 
o tipo B, siempre expresaban PSA-NCAM. A continuación vendría el tipo-2b, que 
continúa siendo positiva para nestina y, a diferencia de las 2a, también lo son para 
DCX. Las tipo-2b son precursores de amplificación transitoria equivalentes a las células 
D1.  
-Células tipo-3: estas células dejan de expresar nestina y seguirán expresando 
DCX y PSA-NCAM. Son mitóticas y su equivalencia serían las tipo D1/D2.  
-Etapa calretinina: cuando los neuroblastos se vuelven neuronas inmaduras 
postmitóticas, entrarían en la etapa calretinina, donde además expresan DCX, Prox1 y 
NeuN. Este tipo celular de etapa calretinina serían los tipos D2 tardíos y D3.  
-Neurona granular madura: las neuronas granulares maduras expresan los 
marcadores de calbindina, Prox1 y NeuN y equivaldrían a las células G en la 
nomenclatura de Alvarez-Buylla. 
 
1.3.2.3.  Marcadores de los diferentes intermediarios neurogénicos 
 
Como hemos visto, es posible marcar e identificar los distintos tipos de células 
que participan en el proceso de neurogénesis en base a la expresión de distintas 










Precursores neurales, células B o células tipo 1 
 
-GFAP (glial fibrillary acidic protein): es un marcador característico de 
astrocitos maduros de cerebro adulto que además se expresa en las células precursoras 
que darán lugar a la génesis de nuevas neuronas. Diversos estudios demostraron que la 
neurogénesis adulta, tanto en la SVZ como en la SGZ, tenía lugar a partir de unos 
precursores neurales con propiedades astrocíticas y que expresaban el marcador GFAP 
(Doetsch, Caille et al. 1999; Seri, Garcia-Verdugo et al. 2001). Aunque astrocitos y 
precursores neurales expresan GFAP, su morfología es distinta, siendo unipolar o 
bipolar la morfología de los precursores neuronales y multipolar la de los astrocitos 
maduros. Por otro lado, los precursores son negativos para S100β, que es un marcador 
de astrocitos maduros. El empleo únicamente de GFAP como identificador de 
precursores neurales es problemático, debido fundamentalmente a que marca también 
los astrocitos maduros. 
 
-Nestina: se trata de un filamento intermedio específico neuronal. Con el 
descubrimiento y aislamiento de células precursoras en el cerebro de los mamíferos 
(Reynolds and Weiss 1992), se describió que estas células expresaban como marcador 
característico la nestina. Mediante el marcaje con GFP bajo el promotor de la nestina se 
vio que las células marcadas eran las que daban lugar a la generación en el adulto de 
nuevas neuronas (Yamaguchi, Saito et al. 2000).  Sin embargo, se ha documentado que 
no todos los precursores (tipo-1) expresan nestina, sino alrededor de dos tercios del 
total. Además, este marcador no se restringe a un tipo de intermediario neurogénico, 
pues también se expresa en células tipo-2. Este marcador se expresa también en 
astrocitos durante el desarrollo del cerebro y luego desaparece (Kalman and Ajtai 2001). 
Su uso puede tener limitaciones debido a que se puede producir una reexpresión en 
células gliales tras diferentes eventos como son la isquemia cerebral (Duggal, Schmidt-
Kastner et al. 1997), traumatismo cerebral (Sahin Kaya, Mahmood et al. 1999), 
neurotoxicidad (Yoo, Lee et al. 2005) o la deaferenciación del GD (Brook, Perez-Bouza 







-Sox2 Sex determining Region Y-box2 (Sry-related HMG box 2): es un factor de 
transcripción que controla el desarrollo del sistema nervioso (Gubbay, Collignon et al. 
1990) y se expresa en las células madre embrionarias de la masa celular interna del 
blastocisto. Es un factor esencial para mantener la autorrenovación e inducir 
pluripotencialidad en las células madre (Lowry, Richter et al. 2008; Park, Lerou et al. 
2008).  Así, Sox2 está presente  tanto en células madre embrionarias pluripotentes como 
en precursores neurales multipotentes. En cuanto a la neurogénesis adulta, Sox2 se 
expresa tanto en células tipo 1 como tipo 2 y es el factor de transcripción más 
firmemente asociado a la capacidad de la célula de ser progenitor neuronal. 
 
-BLBP (brain lipid binding protein): pertenece a una familia de proteínas 
pequeñas de localización citoplasmática que unen largas cadenas de ácidos grasos, 
interviniendo en su captación, transporte y metabolismo. Se expresa en la glía radial 
durante el desarrollo por la activación de la vía de Notch (Anthony, Mason et al. 2005). 
Además, en el cerebro adulto está presente en el citoplasma y núcleo de los precursores 
neuronales (Feng, Hatten et al. 1994; Kurtz, Zimmer et al. 1994). 
 
Células de amplificación transitoria, células D1/D2, células tipo-2 y 3 
 
-Doblecortina (DCX): es una proteína asociada a microtúbulos que promueve 
su polimerización. Está presente en neuroblastos y neuronas jóvenes en migración 
(Francis, Koulakoff et al. 1999; Gleeson, Lin et al. 1999), sobretodo en sus 
proyecciones principales (Schaar, Kinoshita et al. 2004) y en los conos de crecimiento 
de las neuritas (Friocourt, Koulakoff et al. 2003). Su mutación en humanos produce 
defectos en la laminación cortical, como por ejemplo en la lisencefalia asociada al X. En 
el desarrollo, su expresión solapa en gran medida con la reelina (Meyer, Perez-Garcia et 
al. 2002) y su función está muy regulada por la acción de quinasas y fosfatasas (Schaar, 
Kinoshita et al. 2004). Así muchas rutas de señalización convergen en la DCX, 
modulando la estabilidad de los microtúbulos y la migración celular (LoTurco 2004; 
Tanaka, Serneo et al. 2004). 
La proteína DCX se considera específica de las nuevas neuronas generadas ya 





(Rao and Shetty 2004). Su expresión empieza cuando termina la de la nestina, que deja 
de expresarse tras la especificación neuronal (Couillard-Despres, Winner et al. 2005). 
Sin embargo, existe solapamiento (células tipo-2b) como se ha visto con ratones 
transgénicos Nestina-GFP (Kronenberg, Reuter et al. 2003; Steiner, Klempin et al. 
2006). El apagado de DCX coincide con el encendido del marcador NeuN, aunque 
exista cierto solapamiento de ambos (Brandt, Jessberger et al. 2003; Brown, Couillard-
Despres et al. 2003; Couillard-Despres, Winner et al. 2006). En la SGZ este marcador 
permite identificar las células tipo-2b y tipo-3 (o células D) y en la SVZ las células C. 
Por todo ello, DCX es un buen marcador en las regiones neurogénicas donde 
identificará las fases de migración y extensión de neuritas, es decir, células implicadas 
en diferentes fases del proceso de neurogénesis.  
 
-PSA-NCAM (polysialyliated form of neural cell adhesión molecule): 
encontramos una alta expresión durante el desarrollo del cerebro, marcándose los 
progenitores neurales (Ben-Hur, Rogister et al. 1998). En el cerebro adulto se expresa 
en las nuevas neuronas granulares generadas y en desarrollo (Seki and Arai 1991; Seki 
and Arai 1993; Seki and Arai 1993; Seki 2002). Los residuos de ácido siálico reducen la 
adhesión celular mediada por NCAM (Sadoul, Hirn et al. 1983), de ahí que sea un 
marcador presente en lugares de plasticidad y en nuevas neuronas migratorias. Tanto en 
la SGZ como en la SVZ su expresión solapa casi completamente con la de DCX no 
encontrándose colocalización entre PSA-NCAM y GFAP (Seki and Arai 1999). 
  
-NeuroD (neurogenic differentiation): es un factor de transcripción que se 
expresa en las etapas tardías del compromiso neuronal (Lee, Hollenberg et al. 1995) 
actuando como gen de determinación y diferenciación neuronal (Tamimi, Steingrimsson 
et al. 1996). Se ha identificado como un factor de diferenciación en neurogénesis de 
varias especies, desde Xenopus a humanos. Es importante para el correcto desarrollo del 
GD, siendo crucial para el desarrollo de las neuronas en el GD y para su diferenciación 
postnatal (Miyata, Maeda et al. 1999; Liu, Pleasure et al. 2000). Se expresa durante la 
neurogénesis adulta (Kawai, Takagi et al. 2004), localizándose las células positivas en 
la SGZ (Seki 2002; Hevner, Hodge et al. 2006). Su expresión es anterior a la de PSA-







-TUC4: empieza a expresarse cuando la neurona comienza a migrar (Minturn, 
Geschwind et al. 1995). Los máximos niveles se alcanzan durante el crecimiento 
axonal. TUC4 se expresa tanto en neuronas mitóticas tardías como en postimitóticas 
tempranas (Munoz-Elias, Woodbury et al. 2003), teniendo un patrón de expresión 
coincidente con PSA-NCAM o DCX (Cecchini, Ciaroni et al. 2003). Su utilización 
como marcador tiene inconvenientes como la dificultad para hacer colocalizaciones y 
cuantificaciones, ya que se expresa principalmente en la parte distal de los conos de 
crecimiento. 
 
-β-III-tubulina: también llamado Tuj1, por el nombre del anticuerpo empleado, 
reconoce un isotipo de tubulina específico de neuronas. Se expresa en fases 
embrionarias y se ha empleado para el estudio de neuronas inmaduras durante el 
desarrollo (Easter, Ross et al. 1993; Menezes and Luskin 1994), donde se da en paralelo 
a NeuroD in vitro (Uittenbogaard and Chiaramello 2002). En neurogénesis adulta, se 
usa como marcador especifico de nuevas neuronas (Doetsch, Garcia-Verdugo et al. 
1997; Parent, Yu et al. 1997; Gould, Vail et al. 2001). Se expresa en neuronas 
postmitóticas tempranas y neuronas diferenciadas que expresan NeuN (Ambrogini, 
Lattanzi et al. 2004), pero también en mitóticas tardías pues se han descrito casos de 
colocalización con DCX (Yang, Sundholm-Peters et al. 2004). Algunos datos dicen que 
sólo teñiría una subpoblación de células del GD (basket cells), lo que haría que este 
marcador no fuese útil para identificar todas las nuevas neuronas formadas (Seri, 
Garcia-Verdugo et al. 2004). 
 
Células postmitóticas o células tipo D2/D3 
 
-Calretinina: es un marcador específico de neuronas no piramidales gabaérgicas 
que se pueden encontrar en todas las regiones del hipocampo, CA1-CA3 y GD 
(Jacobowitz and Winsky 1991; Gulyas, Miettinen et al. 1992; Miettinen, Gulyas et al. 
1992). En la neurogénesis adulta se expresa en unas neuronas del GD que no expresan 





fases de este proceso, las nuevas neuronas postmitóticas expresan calretinina junto a 
DCX o NeuN, (Brandt, Jessberger et al. 2003). Por tanto, la expresión de calretinina en 
el GD ocurre en un corto plazo de tiempo, durante el cual tiene lugar la conexión del 
axón y las dendritas con sus dianas (Kempermann, Jessberger et al. 2004; Ming and 
Song 2005). 
 
-Calbindina: esta proteína se expresa en todas las neuronas maduras del GD, en 
la mayoría de las neuronas piramidales de CA1 y CA2 y también en las células de 
Purkinje del cerebelo (Sequier, Hunziker et al. 1988; Seress, Gulyas et al. 1991; Seress, 
Gulyas et al. 1992). Se usa como marcador de la última etapa de la neurogénesis adulta, 
para marcar neuronas granulares maduras (Rami, Brehier et al. 1987; Eriksson, 
Perfilieva et al. 1998; Liu, Solway et al. 1998; Nilsson, Perfilieva et al. 1999; 
Dominguez, Blasco-Ibanez et al. 2003), pero no junto a PSA-NCAM (Dominguez, 
Blasco-Ibanez et al. 2003) ni junto a calretinina que marcaba también neuronas 
postmitóticas inmaduras (Nacher, Blasco-Ibanez et al. 2002; Brandt, Jessberger et al. 
2003). 
 
-NeuN (neuronal nuclei): se trata de una proteína nuclear soluble específica de 
neuronas postmitóticas que se localiza en el núcleo y el citoplasma que rodea al núcleo, 
entrando en ocasiones en las neuritas (Mullen, Buck et al. 1992; Lind, Franken et al. 
2005). NeuN se puede unir al DNA, donde se piensa que puede actuar como factor de 
transcripción cuando se inicia la última fase de diferenciación (Mullen, Buck et al. 
1992; Sarnat, Nochlin et al. 1998). Su expresión se da en la mayoría de las neuronas del 
sistema nervioso, con algunas excepciones como las células de Purkinje, los 
fotoreceptores o las células mitrales del bulbo olfatorio (Mullen, Buck et al. 1992; 
Winner, Cooper-Kuhn et al. 2002), no expresándose en células no neuronales (Wolf, 
Buslei et al. 1996). En la neurogénesis adulta del GD sirve como marcador de todas las 
neuronas postmitóticas, las maduras y las de reciente generación. El doble marcaje con 
marcadores como la DCX, que se expresa en mitóticas pero también en postimitóticas 
tempranas, ayuda a  diferenciar las diferentes poblaciones de neuronas postmitóticas. Es 
de gran utilidad para estudios de colocalización con BrdU, debido a que ambos se 







Otro tipo de información relevante en el estudio de la neurogénesis es la 
proliferación de las células que van a generar las nuevas neuronas granulares. Para ello 
se utilizan marcadores que nos permitirán visualizar el proceso de división o que 
marcarán a la nueva célula. Así, es posible estimar parámetros como la tasa de 
proliferación,  seguir el desarrollo en el tiempo de una nueva neurona, determinar la 
supervivencia de las nuevas neuronas, etc. Estos marcadores son: 
 
-Análogos de timidina: la base para la utilización de estos marcadores es su 
incorporación al DNA cuando se produce su síntesis durante la fase S de la mitosis. Son 
bases que compiten por las endógenas, que se incorporan de manera estable, y se 
pueden detectar mediante inmunohistoquímica, permitiendo realizar análisis de 
supervivencia pasado un periodo de tiempo tras su administración. El primer análogo 
que se empezó a utilizar en los años 50 fue la timidina marcada radiactivamente con 
tritio (Friedkin and Wood 1956; Messier, Leblond et al. 1958). Este marcaje se ha 
utilizado hasta la década de los años 90, pero hoy en día ha sido sustituido por el 
empleo de otros análogos como la 5-bromo-2-deoxyuridina (BrdU) y sus derivados con 
cloro (CldU) o iodo (IdU) (Corotto, Henegar et al. 1993; Kuhn, Dickinson-Anson et al. 
1996). Estos análogos se detectan con anticuerpos, por lo que aportan la ventaja de 
realizar dobles y triples inmunofluorescencias y visualizarlas mediante microscopia 
confocal. 
 
-Antígenos celulares de proliferación celular: son marcadores que permiten 
confirmar y complementar los datos obtenidos mediante el empleo de los análogos de 
timidina por métodos independientes. Son proteínas que se expresan durante la fase de 
división, algunos ejemplos son: 
PCNA (proliferating cell nuclear antigen), se expresa en las fases G1 y S (Hall, 
Levison et al. 1990). Su empleo no es muy recomendado ya que requiere tratamiento 
para desenmascarar antígenos con citrato y los marcajes no son estables. 
Ki67, es una proteína asociada a ciclo celular que parece ser esencial para su 





fase G1 tardía, S, G2 y M (Scholzen and Gerdes 2000). Estudios comparativos con 
BrdU han mostrado que es un marcador con una gran variabilidad con el cual, en 
ocasiones se obtiene un mayor número de células marcadas (Kee, Sivalingam et al. 
2002) y en otras un menor número (McKeever, Ross et al. 1997). 
Fosfohistona H3 (PHisH3), se basa en el reconocimiento de la fosforilación en la 
serina 10 de la histona 3 que ocurre durante la mitosis. Únicamente detecta la cromatina 
durante la fase M, por lo que da evidencias directas del número de mitosis, pero con el 
inconveniente de detectar un periodo muy corto del ciclo celular (Hendzel, Wei et al. 
1997; Bilang-Bleuel, Ulbricht et al. 2005). 
 
-Retrovirus: son virus capaces de infectar a células en división. En base a esto, 
podemos utilizarlos para infectar los intermediarios neurogénicos que están en división 
generando nuevas neuronas. El virus se integrará en la neurona y se expresará así que, 
modificándolo para que no sea virulento y exprese una proteína reportera como la 
proteína verde fluorescente (GFP), podremos visualizar a las nuevas neuronas que 
fueron infectadas. Como los análogos de timidina, es un marcaje estable, pudiendo así 
analizar células en diferentes fases del desarrollo, dependiendo el tiempo que dejemos 
tras la infección (Carlen, Cassidy et al. 2002; van Praag, Schinder et al. 2002). 
  
1.4. Funciones de la neurogénesis adulta 
 
Las implicaciones exactas que tiene el proceso de neurogénesis y 
reemplazamiento neuronal para el desarrollo de las funciones del hipocampo y del 
cerebro en general, no son del todo bien conocidas. Se ha propuesto que la neurogénesis 
adulta interviene en funciones propias del hipocampo como son la memoria y el 
aprendizaje (Barnea and Nottebohm 1996; Gould, Beylin et al. 1999; Feng, Rampon et 
al. 2001; Shors, Miesegaes et al. 2001; Aimone, Wiles et al. 2006; Wiskott, Rasch et al. 
2006; Garthe, Behr et al. 2009). Las nuevas e inmaduras neuronas podrían jugar, según 
algunas hipótesis, un papel en el procesamiento de la información en relación con el 
almacenamiento de la memoria (Gould, Tanapat et al. 1999). Sin embargo, en oposición 
a esta teoría donde son las neuronas inmaduras los elementos principales, otras hipótesis 





Esto se produciría en respuesta a cambios de complejidad y novedad, con la finalidad de 
adaptar la red neuronal a cambios similares en el futuro (Kempermann 2006). Por otro 
lado, se ha demostrado que la neurogénesis adulta está implicada en la respuesta a 
comportamientos de ansiedad y depresión (Santarelli, Saxe et al. 2003). En este sentido, 
muchos antidepresivos estimulan la neurogénsis (Malberg, Eisch et al. 2000). 
La hipótesis más aceptada actualmente, es que las nuevas neuronas generadas se 
requieren para muchas, pero no todas las tareas dependientes de hipocampo. Entre ellas 
estarían el aprendizaje espacial (navegación espacial y retención de memoria espacial a 
largo plazo), discriminación de patrones espaciales, condicionamiento contextual al 
miedo, eliminación de memoria hipocampal y reorganización de memoria 
extrahipocampal (Deng, Aimone et al. 2010). 
 
1.5. Regulación de la neurogénesis hipocampal adulta 
 
La neurogénesis es un proceso de plasticidad neuronal. Es un proceso de 
adaptación y cambio del cerebro en función de una situación determinada. Por esto, la 
neurogénesis se ve influenciada y modulada por múltiples factores, tanto intrínsecos 
como extrínsecos.  
 
Algunos de estos factores intrínsecos o moleculares son: 
-Edad: es el regulador negativo más fuerte en la neurogénesis adulta en todas las 
especies (Altman and Das 1965; Seki and Arai 1995; Kuhn, Dickinson-Anson et al. 
1996; Kempermann, Kuhn et al. 1998). El descenso no es total y, aunque a niveles muy 
bajos, puede ser detectada en avanzada edad, incluso en humanos, donde no llega a 
desaparecer (Eriksson, Perfilieva et al. 1998). 
-Niveles hormonales: destacan los corticoesteroides, que juegan un papel 
importante en la reducción de la neurogénesis debida al estrés (Gould, Cameron et al. 
1992; Tanapat, Hastings et al. 1999) y a la edad (Cameron and McKay 1999). Sin 
embargo, también pueden tener el efecto contrario. Incrementos agudos y fuertes 
producen efectos negativos mientras que incrementos moderados y crónicos tienen el 
efecto contrario. Por tanto, los niveles hormonales no siempre correlacionan con los 





niveles de corticoesteroides, asociadas a un  incremento de la neurogénesis 
(Kempermann 2006).  
 -Niveles de neurotransmisores: algunos ejemplos son la neurotransmisión 
excitatoria glutamatérgica que tiene efectos duales sobre la neurogénesis. Tiene un 
efecto inhibitorio de la proliferación celular. Así, tras la lesión de la mayor vía 
excitatoria que va al GD y que procede de la corteza entorrinal, se produce un 
incremento de la proliferación celular (Gould 1994; Cameron, McEwen et al. 1995) y el 
bloqueo de los receptores de NMDA incrementa la neurogénesis adulta (Gould, 
Cameron et al. 1994; Cameron, McEwen et al. 1995; Bernabeu and Sharp 2000; Nacher, 
Rosell et al. 2001; Okuyama, Takagi et al. 2004). Por otro lado, la activación de otros 
receptores de glutamato, los activados por kainato, produce una gran proliferación 
celular (Parent, Yu et al. 1997). Por tanto, hay un balance en el mecanismo regulatorio 
de la excitación glutamatérgica y su efecto sobre la neurogénesis. 
La inervación colinérgica ejerce su efecto promoviendo la superviviencia. Así, la 
disminución de esta inervación produce la reducción de la neurogénesis adulta y 
aumenta el número de células apoptóticas (Cooper-Kuhn, Winkler et al. 2004). 
 La inervación serotoninérgica incrementa la neurogénesis adulta (Brezun and 
Daszuta 1999). Cuando dicha inervación desaparece se produce un descenso del 
proceso, el cual se rescata trasplantando tejido serotoninérgico en la lesión.  
-Factores de crecimiento: el epidermal growth factor (EGF), tiene efecto 
mitogénico, provocando proliferación en las regiones neurogénicas (Kuhn, Winkler et 
al. 1997). El fibroblast growth factor-2 (FGF2), tiene funciones mitogénicas similares a 
EGF. Así induce la actividad telomerasa en progenitores neurales, siendo importante 
para mantener la función de los mismos (Haik, Gauthier et al. 2000). Tanto EGF como 
FGF2, son necesarios para el mantenimiento de neurosferas de distintas especies 
(Reynolds, Tetzlaff et al. 1992; Kirschenbaum, Nedergaard et al. 1994; Arsenijevic, 
Villemure et al. 2001). Otros factores de crecimiento importantes son: IGF-1, que media 
la acción de BDNF e induce proliferación celular (Aberg, Aberg et al. 2000; 
Lichtenwalner, Forbes et al. 2001; Aberg, Aberg et al. 2003). IGF-1 media los efectos 
positivos de la actividad física sobre la neurogénesis (Carro, Nunez et al. 2000; Carro, 
Trejo et al. 2001; Trejo, Carro et al. 2001). VEGF (vascular endotelial growth factor), 





derived neurotrophic factor) incrementa la neurogénesis (Pencea, Bingaman et al. 2001; 
Lee, Duan et al. 2002) e in vitro induce diferenciación y evita la proliferación de los 
precursores (Cheng, Wang et al. 2003). 
En cuanto a factores ambientales o extrínsecos tenemos:  
-Ejercicio físico: el ejercicio físico, como por ejemplo correr, es un robusto 
inductor de la neurogénesis adulta en la SGZ, pero no en SVZ (Brown, Cooper-Kuhn et 
al. 2003). Aumenta la proliferación celular (van Praag, Christie et al. 1999; van Praag, 
Kempermann et al. 1999) afectando a los progenitores tipo-2 (Kronenberg, Reuter et al. 
2003). El ejercicio físico provoca un aumento de la potenciación a largo plazo (LTP) del 
GD así como mejoras en la realización de tareas de aprendizaje dependientes de 
hipocampo. Tiene dos efectos diferentes: uno más agudo, que es transitorio y afecta a la 
proliferación celular y otro que es más prolongado en el tiempo, que afecta al nicho de 
las células precursoras como un todo (Kempermann 2006). 
-Enriquecimiento ambiental: consiste en exponer a los animales a un ambiente 
novedoso y cambiante. Es un regulador positivo de la neurogénesis de la SGZ, pero que 
no afecta a la SVZ (Brown, Cooper-Kuhn et al. 2003). Su efecto promueve la 
supervivencia de las nuevas neuronas, observándose mayor número de nuevas neuronas 
granulares que en los animales control (Kempermann, Kuhn et al. 1997). Este efecto 
potenciador es incluso mayor en edades avanzadas (Kempermann, Kuhn et al. 1998). 
-Estrés: es uno de los reguladores negativos de la neurogénesis hipocampal más 
importantes. Así, diversos paradigmas de estrés crónico, reducen la proliferación celular 
en la SGZ (Gould, Cameron et al. 1992; Cameron, Woolley et al. 1993; Cameron and 
Gould 1994; Gould 1994; Mirescu and Gould 2006). Este estrés se traduce en 
variaciones de nivel de los glucocorticoides y, al igual que pasaba con éstos, dosis 
moderadas de estrés se traducen en efectos potenciadores de la neurogénesis 
(Kempermann 2006). 
-Inflamación: puede ser producida por diversos daños, irradiación o 
neurodegeneración y es un importante regulador negativo (Carpentier and Palmer 
2009). Disminuye la capacidad proliferativa y el destino neuronal de los progenitores, y 
además altera el nicho neurogénico con angiogénesis aberrante y activación microglial 






-Estados patológicos: se ha descrito que los daños cerebrales producen 
alteraciones del proceso. Así, los ataques epilépticos aumentan la proliferación tanto en 
la SGZ como la SVZ (Bengzon, Kokaia et al. 1997; Scott, Wang et al. 1998; Madsen, 
Treschow et al. 2000). Además, se produce un error de migración con localización 
ectópica de nuevas neuronas en el hilus (Parent, Yu et al. 1997; Kron, Zhang et al. 
2010). Otro importante inductor es la isquemia (Takagi, Nozaki et al. 1999; Liu, Caldji 
et al. 2000). Se induce la proliferación y migración celular a la zona del daño, pero la 
mayoría de las neuronas mueren por no establecer contactos sinápticos funcionales 
(Arvidsson, Collin et al. 2002). El aumento de la proliferación es dependiente de la 
activación de receptores de NMDA (Arvidsson, Kokaia et al. 2001). 
-Abusos de sustancias: el alcohol y los opiáceos (Eisch, Barrot et al. 2000) 
entre otras sustancias alteran la neurogénesis.  
 
1.6. Precursores neurales o células madre neurales 
 
La neurogénesis adulta tiene lugar gracias a la existencia de células madre 
neurales o células precursoras neurales, que tienen la capacidad de dividirse generando 
neuronas nuevas. En el establecimiento de la neurogénesis como fenómeno 
generalizado en diversos grupos de organismos, fue decisivo el avance de la biología de 
las células madre y su descubrimiento en el cerebro adulto. En 1992 Reynolds y Weiss 
publicaron, por primera vez, la existencia de células madre neurales, a partir de células 
del estriado que en cultivo generaban neuronas y astrocitos. Esto, junto a otros trabajos, 
permitieron establecer en pocos años la existencia de células madre neurales (Richards, 
Kilpatrick et al. 1992)(Richards 1992), describir su aislamiento y condiciones para 
cultivarlas in vitro, así como la necesidad de utilizar EGF y FGF2 para mantener su 
indiferenciación y multipotencia (Kilpatrick and Bartlett 1993; Kitchens, Snyder et al. 
1994; Ray, Raymon et al. 1995).  
Numerosas preguntas quedan todavía por responder en la biología de las células 
madre neurales. Entre ellas nos encontraríamos la posibilidad de que existan otras zonas 
neurogénicas, si son iguales las células precursoras de las distintas regiones, etc. 
Distintos experimentos parecen señalar que no sólo en la SVZ y SGZ existen células 





determinadas condiciones de cultivo, también producen neuronas y astrocitos (Reynolds 
and Weiss 1992; Palmer, Ray et al. 1995). En cuanto a la igualdad en la identidad de las 
células madre, trasplantes de precursores aislados de la SGZ y trasplantados de nuevo 
en la SGZ y SVZ, producen el tipo de progenie propia de la región receptora del 
implante (Suhonen, Peterson et al. 1996). Mientras que estas mismas células 
implantadas en regiones no neurogénicas, como el cerebelo, no producen diferenciación 
neuronal. De la misma forma, precursores aislados de SVZ, sólo se integran y 
diferencian en la SVZ y no en el estriado o corteza (Herrera, Garcia-Verdugo et al. 
1999). Estos experimentos sugieren que el microambiente neurogénico es muy 
importante y que no depende tanto del precursor, sino del tipo de ambiente que le rodea, 
el que dé lugar a una descendencia de un tipo u otro. Este fenómeno podría explicar los 
hallazgos de neurogénesis en zonas no neurogénicas tras una lesión como muerte celular 
inducida en la corteza (Magavi, Leavitt et al. 2000) o tras una isquemia (Arvidsson, 
Collin et al. 2002; Parent, Vexler et al. 2002). En estas situaciones se podría producir un 
cambio de la condiciones microambientales de la región que favorezcan la neurogénesis 
regenerativa, en una zona no neurogénica. 
Las características que definen a una célula precursora son la capacidad de auto-
rrenovación y la multipotencia. La autorrenovación se consigue a través de la división 
celular. Para ello, la célula madre se dividirá dando lugar a una célula hija con las 
mismas características que la célula madre y otra que estará más diferenciada, que se le 
llama célula progenitora. Este progenitor tiene un destino celular más restringido y, por 
tanto, se diferenciará y generará nuevas neuronas. En este caso hablamos de división 
asimétrica. En el modelo propuesto, las células progenitoras también se dividen y con 
una tasa mayor que la de las células precursoras, por eso también se les llama células 
progenitora de amplificación transitoria. Estos progenitores se dividen de forma 
simétrica, lo que por definición lleva a una no autorrenovación, pero amplificarán la 
población que generará nuevas neuronas. 
La segunda característica que identifica a una célula madre es la multipotencia. 
Por multipotencia se entiende la capacidad de generar diferentes tipos celulares. El 
grado de multipotencia puede ser variable, y así hay células totipotentes, pluripotentes, 
multipotentes, bipotentes o unipotentes. 





caracterización más precisa y conocimiento de su identidad celular. Aunque se sabía de 
la existencia de células que se dividían en el cerebro, no se conocía qué tipo de células 
eran las encargadas de proliferar. Lo primero que se observó fue que era en la zona 
subependimaria donde residían las células que mostraban características de precursores 
neurales (Morshead, Reynolds et al. 1994). En primer lugar se publicó que en la SVZ 
eran las células ependimarias las que tenían las características de células madre y eran 
las encargadas de dividirse (Johansson, Momma et al. 1999). Sólo unos meses más tarde 
se publicó que realmente las células madre neurales son un tipo célular con propiedades 
de astrocitos, que son las que dan lugar a las nuevas neuronas (Doetsch, Caille et al. 
1999). Las mismas características de astrocitos se vieron que tenían las células 
precursoras en el GD (Seri, Garcia-Verdugo et al. 2001). 
 
1.7.  Trastornos por alteraciones de la neurogénesis 
 
Además de la importancia propia por la función que la neurogénesis desempeña, 
también es importante el conocimiento de este proceso por su implicación en diversas 
neuropatologías. La alteración del proceso de neurogénesis y de la correcta regulación 
de la proliferación y maduración de los precursores neuronales, conducen al desarrollo 
de diversas enfermedades. 
Por ejemplo, la generación de diversos tumores cerebrales se producen por 
alteraciones en la correcta proliferación de los precursores neuronales (Noble and 
Dietrich 2004). Además se han aislado poblaciones celulares en los gliomas que in vitro 
se comportan como células madre. Otra prueba de la importancia de conocer la 
fisiología de las células madre, es el problema del desarrollo de tumores en terapias de 
trasplante con células madre neurales. 
Otra enfermedad donde se ve alterada la neurogénesis es en la epilepsia. La 
inducción de convulsiones epilépticas puede ser modelizada de múltiples formas (con 
inyecciones de kainato, penteniltetrazolio, electrodos…), pero en todos los casos se 
produce un gran aumento de la neurogénesis adulta debido a una inducción masiva de la 
proliferación celular (Bengzon, Kokaia et al. 1997; Parent, Yu et al. 1997; Gray and 
Sundstrom 1998; Parent, Janumpalli et al. 1998; Scott, Wang et al. 1998; Parent, Tada 





Aimi et al. 2000; Auvergne, Lere et al. 2002; Ferland, Gross et al. 2002; Parent, 
Valentin et al. 2002; Parent, Vexler et al. 2002; Jiang, Wan et al. 2003). Aparecen 
nuevas neuronas ectópicas, no localizadas en su lugar correspondiente y que no 
establecen correctamente sus conexiones. Se cree que lo que está ocurriendo es una 
aceleración del desarrollo que conduce a un fallo de la migración.  
Otras patologías donde la implicación de la neurogénesis está bastante 
confirmada son la depresión y la esquizofrenia. En depresión se ha comprobado que el 
efecto de numerosos antidepresivos se ejerce a través de su acción sobre la neurogénesis 
adulta de la SGZ. En modelos donde se impide la neurogénesis, el uso de los 
antidepresivos no es efectiva (Duman, Malberg et al. 2000; Jacobs, van Praag et al. 
2000; Malberg, Eisch et al. 2000; Czeh, Michaelis et al. 2001; Kempermann 2002; 
Santarelli, Saxe et al. 2003). Además, se ha observado que los pacientes tienen atrofia 
hipocampal y síntomas asociados al incorrecto funcionamiento del hipocampo (Sheline 
1996; Rajkowska, Miguel-Hidalgo et al. 1999), que estarían relacionados con esta 
alteración de la neurogénesis. En cuanto a la esquizofrenia, se han encontrado hallazgos 
similares, como el descenso de proliferación de las células madres neurales en esta 
enfermedad (Reif, Fritzen et al. 2006) y el aumento de la proliferación celular que 
producen diferentes antipsicóticos (Wakade, Mahadik et al. 2002). 
Fallos en la neurogénesis también se han implicado como posible causa de 
enfermedades neurodegenerativas. Por ejemplo en la enfermedad de Parkinson, se ha 
visto un descenso de células precursoras en pacientes, que se postula podría estar 
provocado por la falta de inervación dopaminérgica en el hipocampo (Hoglinger, Rizk 
et al. 2004). 
Entre las enfermedades neurodegenerativas, la que más atención ha recibido por 
la posible contribución en la patogénesis de la disfunción de los precursores neurales, ha 
sido la enfermedad de Alzheimer (EA). Aunque los resultados son contradictorios. En 
humanos se ha observado la presencia de marcadores neurogénicos como DCX o PSA-
NCAM, pero las neuronas inmaduras tiene morfología aberrante que hace pensar que no 
acabarán madurando en neuronas granulares. En modelos de ratón transgénicos de APP, 
los resultados también son contradictorios. Hay resultados que demuestran que la 
neurogénesis está disminuida (Haughey, Liu et al. 2002; Haughey, Nath et al. 2002) 





(Caille, Allinquant et al. 2004; Jin, Galvan et al. 2004). Lo mismo ocurre in vitro; así, 
hay datos que muestran un aumento de la proliferación de los precursores neurales por 
efecto del APP (Ohsawa, Nishimaki et al. 2008) y en cambio en otros no ocurre lo 
mismo (Haughey, Liu et al. 2002). En modelos transgénicos de presinilina-1, la cual se 
expresa en precursores neuronales, se ha visto una menor plasticidad para responder a 
estímulos como el enriquecimiento ambiental (Feng, Rampon et al. 2001). Con estos 
datos lo que se postularía es que en la enfermedad, los precursores neuronales tendrían 
menor plasticidad. Habría intentos de producción de nuevas neuronas, lo que explicaría 
los datos de una mayor neurogénesis, pero serían fallidos. Este fallo de la neurogénesis 
hipocampal adulta, se traduciría en el deterioro cognitivo que se observa en los 
pacientes de la enfermedad. 
 
 
2. Glucógeno Sintasa Quinasa 3 (GSK3) 
 
La glucógeno sintasa quinasa GSK3, fue identificada y se caracterizó por su 
implicación en el metabolismo del glucógeno. Se expresa en todos los tejidos de los 
mamíferos, pero presenta sus niveles más altos de expresión en el sistema nervioso 
central (Woodgett 1990). Está altamente conservada en la evolución y consta de dos 
isoformas (GSK3α y GSK3β) cada una codificada por genes distintos, localizados en 
los cromosomas 19q12.3 y 3q13.3 respectivamente. El producto del primer gen da una 
proteína de 51 kDa (GSK3α) mientras que el producto del segundo es de 47 kDa 
(GSK3β). Tienen una homología entre ellas del 85%, pero llegando al 95% en su centro 
catalítico (Doble and Woodgett 2003) siendo sus funciones a menudo indistinguibles. 
GSK3β también se ha llamado Tau Protein Quinase I (TPK1) ya que se había 
identificado en paralelo en extractos de cerebro debido a su capacidad para fosforilar la 
proteína tau in vitro (Ishiguro, Shiratsuchi et al. 1993). Es una serina/treonina quinasa 
dirigida por prolina, esto quiere decir que para actuar, GSK3 necesita que el sustrato 
haya sido previamente fosforilado por otra quinasa. Esta primera fosforilación tiene 
lugar en una serina o treonina 4 aminoácidos hacia el extremo C-terminal del residuo 
que GSK3 fosforilará. Algunas de las quinasas que prefosforilan los sustratos son Cdk5, 





al. 1997; Amit, Hatzubai et al. 2002). La resolución cristalográfica de la estructura de 
GSK3 muestra que la interacción con su sustrato previamente fosforilado, tiene lugar 
por el reconocimiento de éste en un bolsillo de unión cargado positivamente (Dajani, 
Fraser et al. 2001; ter Haar, Coll et al. 2001). 
GSK3 está implicada en la transducción de señales de la vía del factor de 
crecimiento insulínico 1 (IGF-1). Además, también participa en la vía de señalización 
de wnt/wingless regulando la estabilidad de β-catenina, permitiendo su translocación al 
núcleo y, por tanto, permitiendo o no que ejerza su actividad como factor de 
transcripción.  
 
GSK3 participa en la regulación de numerosos procesos celulares como son el 
desarrollo embrionario, la proliferación y ciclo celular, diferenciación celular, adhesión 
celular, metabolismo de la glucosa, apoptosis, etc. (Cohen and Frame 2001; Frame and 
Cohen 2001; Jope and Johnson 2004), pero sobretodo juega un papel central en el 
control de múltiples procesos en el desarrollo del sistema nervioso. Algunos de estos 
procesos del neurodesarrollo en los que GSK3 tiene un papel fundamental son: la 
polarización neuronal, el crecimiento axonal, la migración neuronal, apoptosis, la 
neurotransmisión, el desarrollo y plasticidad sináptica y la neurogénesis (Hur and Zhou 
2010). Este variado abanico de procesos en los cuales está involucrada, es debido al 
amplio rango de sustratos que tiene GSK3, la mayoría de los cuales juegan un 
importante papel en el desarrollo neural. Muchos de ellos son factores de transcripción, 
que tienen gran importancia en el neurodesarrollo controlando la expresión génica, 
como CREB, Nfat, SMAD1, c-Jun o β-catenina (Aberle, Bauer et al. 1997; Grimes and 
Jope 2001). Otros son proteínas de citoesqueleto como las proteínas asociadas a 
microtúbulos (MAPs) (Zhou and Snider 2005), las cuales juegan un papel importante en 
la morfogénesis o citoarquitectura celular, controlando el uso mitótico durante la 
división celular, coordinando el movimiento durante la migración celular o 









2.1.  Mecanismos de regulación de la actividad de GSK3 
 
GSK3 tiene una actividad basal alta en la célula y es inactivada en respuesta a 
distintos estímulos. La regulación postraduccional de GSK3 es compleja y puede 
llevarse a cabo a distintos niveles, una de las más estudiadas es la fosforilación (Wang, 
Fiol et al. 1994). Para ser activa la quinasa necesita estar fosforilada en la tirosina 216 
en el caso de GSK3β o en la 276 en el caso de GSK3α (Hughes, Nikolakaki et al. 1993). 
En mamíferos la quinasa Fyn junto a otras, parecen ser las encargadas de llevar a cabo 
esta fosforilación (Lesort, Jope et al. 1999). Además, esta fosforilación activadora 
parece que puede llevarla a cabo la propia GSK3 mediante autofosforilación (Cole, 
Frame et al. 2004; Lochhead, Kinstrie et al. 2006). Los estudios estructurales proponen 
que la presencia de la tirosina 216/276 sin fosforilar impediría el acceso del sustrato. 
Esto viene apoyado por la cristalización de GSK3β en su forma fosforilada (Bax, Carter 
et al. 2001), que demuestra que la fosforilación en dicho residuo produce un cambio 
conformacional que permite la unión del sustrato pre-fosforilado al sitio activo de 
GSK3. 
La fosforilación también puede actuar inhibiendo la enzima, como es el caso de 
la fosforilación de la serina 9 en la isoforma β o la 21 en la α. De nuevo el modelo 
propuesto gracias a los modelos estructurales, sugieren que la serina fosforilada se une a 
modo de pseudosustrato al sitio catalítico inhibiendo así la acción de GSK3 al impedir 
la unión del sustrato prefosforilado. Un ejemplo que desencadena este mecanismo de 
inhibición, sería la respuesta de la célula a insulina y factores de crecimiento, donde se 
produce la activación de receptores que activan la ruta PI3K. Esto conlleva la inhibición 
de GSK3 debido a su fosforilación, mediada principalmente por las quinasas PKB y Akt 
(Cross, Alessi et al. 1995). 
 
La función de GSK3 también se puede regular mediante la formación de 
complejos con otras proteínas. Algunos ejemplos de la inhibición de GSK3 por 
formación de complejos sería la vía de transducción de Wnt. En ausencia de activación 
de vía Wnt, GSK3 forma un complejo multiproteico con las proteínas Axina y APC 
(adenomatous polyposis coli) el cual es capaz de fosforilar β-catenina y marcarla para 





proteínas Wnt del receptor Frizzled, activa la proteína Dishevelled (Dvl) que lleva al 
reclutamiento de GSK3 a la membrana junto con el co-receptor de Wnt, LRP5/6. Este 
secuestro, impide que GSK3 pueda actuar sobre su sustrato β-catenina, que ya no es 
degradada, acumulándose y translocándose al núcleo, pudiendo ejercer su papel como 
factor de transcripción (Piao, Lee et al. 2008; Wu, Huang et al. 2009). Otro ejemplo 
sería la acción de disrupted in schizophrenia 1 (DISC1) el cual, mediante la interacción 
física con GSK3, evitaría la fosforilación de β-catenina y su degradación (Mao, Ge et al. 
2009).  
GSK3 también puede ser regulada por truncación. Este mecanismo consiste en la 
proteólisis de GSK3 por calpaína. Calpaína es una proteína de la familia de las cisteina 
proteasas intracelulares activadas por calcio, que cataliza cortes proteolíticos de un gran 
número de proteínas celulares (Goll, Thompson et al. 2003). De manera basal se 
encuentra en la célula de forma inactiva y unida a su inhibidor endógeno, la 
calpastatina. Tras un estímulo como puede ser el glutamato, vía receptores ionotrópicos 
tipo NMDA, se produce la entrada de calcio al interior celular. En respuesta a esta señal 
de calcio, se activa por un corte autoproteolítico de su extremo amino, obteniéndose la 
activación de calpaína que, entre otras proteínas, trunca el extremo amino de GSK3. 
Esta truncación es específica, ya que no tiene lugar si se utiliza calpeptina, un inhibidor 
de calpaína. La liberación del extremo amino, elimina el residuo donde tiene lugar la 
fosforilación inhibitoria, dando lugar a una forma de GSK3 que se podría considerar 
constitutivamente activa (Goni-Oliver, Lucas et al. 2007). 
 
2.2.  GSK3 y enfermedades neurológicas 
 
Una alteración en el metabolismo de GSK3 parece estar relacionado con 
numerosas enfermedades psiquiátricas y neurodegenerativas. Algunos ejemplos son 
autismo, retraso mental, desorden bipolar, esquizofrenia o EA. Así, en el caso de 
desórdenes relacionados con autismo, los estudios de asociación y arrays han 
encontrado que los genes asociados codifican para proteínas afectadas o moduladas por 
GSK3, como PTEN, FMR1 (Fragile X mental retardation 1),  TSC1 y 2, Reelina y 
APC (Kwon, Luikart et al. 2006; Zhou, Giacobini et al. 2007; Abrahams and 





genes que se han asociado con ella codifican para proteínas implicadas en la 
señalización de GSK3, como DISC1, neurorregulina 1 y frizzled 3 (Lovestone, Killick 
et al. 2007). Estas evidencias de susceptibilidad genética relacionadas con el desarrollo 
funcional y anatómico del sistema nervioso, junto a la hipótesis que sugiere que 
alteraciones en el correcto desarrollo del cerebro, donde GSK3 juega un papel crucial, 
podrían estar detrás de la etiología de estos tipos de enfermedades, ha hecho que GSK3 
aparezca como una interesante diana terapéutica para diferentes fármacos psiquiátricos 
(Beaulieu 2007; Beaulieu, Gainetdinov et al. 2009; Medina and Avila 2010). De hecho, 
el litio, que es un inhibidor de GSK3, se administra a pacientes desde hace muchos años 
para tratar alteraciones en el estado de ánimo de personas con desorden bipolar y se han 
visto mejoras en las funciones cognitivas tanto en pacientes como en modelos animales 
de neurodegeneración y de isquemia (Chiu and Chuang 2010). 
 
2.3.  GSK3 y enfermedades de Alzheimer 
 
En el caso de la EA, GSK3 también está implicada y se ha propuesto como un 
elemento central de convergencia entre las distintas características patológicas de la 
enfermedad, pudiendo jugar un importante papel en su etiología. Las dos marcas 
histopatológicas características de la EA son los ovillos neurofibrilares  compuestos por 
filamentos helicoidales apareados (PHFs) y las placas seniles (Alzheimer 1911). Los 
primeros son agregados intracelulares, que están constituidos por la proteína de unión a 
microtúbulos tau en su forma hiperfosforilada (Grundke-Iqbal, Iqbal et al. 1986; 
Grundke-Iqbal, Iqbal et al. 1986). Por el contrario, las placas seniles, son agregados 
extracelulares y están compuestos por el péptido β-amiloide, que procede del corte de 
una proteína mayor llamada proteína precursora amiloide (APP) (Glenner, Wong et al. 
1984; Masters, Simms et al. 1985). 
GSK3 es la quinasa que más residuos fosforila en la proteína tau, aumentando su 
propensión a agregar en los ovillos neurofibrilares. Dichos residuos aparecen 
hiperfosforilados en los PHFs (Hernandez, Lucas et al. 2003) tanto en células 
transfectadas (Lovestone, Reynolds et al. 1994; Morishima-Kawashima, Hasegawa et 
al. 1995) como in vivo (Hong, Chen et al. 1997; Munoz-Montano, Moreno et al. 1997). 





encuentran incrementados y se acumula en el citoplasma de  neuronas con pre-ovillos y 
en los ovillos neurofibrilares (Imahori and Uchida 1997; Pei, Braak et al. 1999). 
 
En cuanto a las placas seniles, se ha descrito que APP es sustrato de GSK3 
(Aplin, Gibb et al. 1996) y, además, la producción de péptido Aβ también es regulada 
por GSK3 (Sun, Sato et al. 2002; Phiel, Wilson et al. 2003; Sereno, Coma et al. 2009). 
El péptido Aβ, en su forma oligomérica, puede interferir con las vías de señalización de 
la insulina y Wnt al unirse a sus receptores (Takashima, Murayama et al. 1998; 
Townsend, Mehta et al. 2007; Magdesian, Carvalho et al. 2008), esto impide la 
activación de las quinasas efectoras de la vía como PI3K y, por consiguiente, Akt que 
no fosforilará a GSK3 provocando un incremento de la actividad. Por otro lado, 
mutaciones de PS1 pueden afectar su interacción con la subunidad reguladora de PI3K 
disminuyendo su actividad, y en consecuencia, la activación de GSK3 (Baki, Shioi et al. 
2004). En cuanto a factores genéticos de riesgo en los casos esporádicos de la 
enfermedad, también tienen una estrecha relación con GSK3. Por ejemplo, ApoE 
pueden inhibir la vía de Wnt al interferir con LRP5/6, el correceptor de Wnt, afectando 
la actividad de GSK3 (Tamai, Semenov et al. 2000; Caruso, Motolese et al. 2006; 
Cselenyi, Jernigan et al. 2008; Bryja, Andersson et al. 2009). Además, también se ha 
visto que ApoE4 tiene un efecto mayor activando GSK3 que otras isoformas de ApoE 
(Cedazo-Minguez, Popescu et al. 2003). Al mismo tiempo, ApoE está implicada en la 
degradación de péptido Aβ y la isoforma de riesgo ApoE4 haría menos efectivo este 
proceso (Yang, Small et al. 1999; Jiang, Lee et al. 2008). Por otro lado, variaciones 
genéticas de LRP5/6 (De Ferrari, Papassotiropoulos et al. 2007), al igual que 
polimorfismos en GSK3, (Schaffer, Bertram et al. 2008) se han asociado con la 
enfermedad. 
El estrés oxidativo también se ha propuesto que podría estar participando en el 
desencadenamiento de la enfermedad de Alzheimer (Nunomura, Perry et al. 2001; 
Ohsawa, Nishimaki et al. 2008). GSK3 estaría relacionada con esta hipótesis ya que un 
aumento de su acti vidad inhibe la respuesta antioxidante celular, al fosforilar el 
factor de transcripción Nfr2 (Martin, Rojo et al. 2004). Además, la fosforilación de 
GSK3 por la quinasa p38, se puede activar en respuesta al estrés oxidativo regulando la 





de riesgo en los casos esporádicos es la edad y también se han visto cambios en la 
inmunorreactividad de GSK3 en ratas de avanzada edad (Lee, Chung et al. 2006). Otro 
indicio más es la disminución de la expresión de reelina en la corteza entorrinal (donde 
comienza EA) y el hipocampo con la edad (Chin, Massaro et al. 2007; Knuesel, 
Nyffeler et al. 2009). La señalización por reelina disminuye la actividad de GSK3, con 
lo cual este descenso asociado a la edad podría, de nuevo, estar produciendo un aumento 
de la activación de GSK3 (Beffert, Morfini et al. 2002).  
Por todo lo mencionado anteriormente, GSK3 ha tomado importancia como 
elemento central que podría explicar la etiología de la EA. Para profundizar en el 
estudio de la implicación de GSK3 en la EA, se han generado diferentes modelos 
transgénicos que sobreexpresan la quinasa (Hernandez, Lim et al. 2002). En nuestro 
laboratorio  hemos generado un modelo animal caracterizado por la sobrexpresión de la 
quinasa bajo el promotor de la CamKII que presenta tau hiperfosforilado y degeneración 
de GD (Lucas, Hernandez et al. 2001). Una posible causa de esta degeneración, podría 
ser el incorrecto funcionamiento del proceso de neurogénesis adulta, igual que se ha 
visto en paciente de la EA. La sobreexpresión de GSK3β en neuronas maduras, dirigida 
por el promotor CamKII, produce la disminución y desorganización de los nichos 
neurogénicos, afectando la proliferación de los precursores y la maduración/migración 
de las nuevas neuronas inmaduras. Esto conlleva un aumento de la muerte celular que 
produce, como consecuencia, la activación microglial que a su vez afectará la 
neurogénesis. Todo esto se traduce en una reducción del volumen del GD (Sirerol-
Piquer, Gomez-Ramos et al. 2011). Un análisis más exhaustivo demostró que se estaba 
produciendo también una alteración en el patrón temporal de expresión de DCX. 
Además, estas neuronas inmaduras positivas para DCX tenían alterada su maduración, 
localización, supervivencia y muerte. Se demostró también que algunos de estos efectos 
son reversibles. Tras el apagado de la expresión de GSK3β, todas las alteraciones 
anteriores, junto con la microgliosis reactiva se revierten. Esta reversión no ocurre con 
el descenso en el número de neuronas granulares maduras y el número de células 
precursoras, que también se veía reducido (Fuster-Matanzo, Llorens-Martin et al. 2013). 
El estudio morfológico y de conectividad de las nuevas neuronas generadas en este 
ratón, mostró alteraciones en estos parámetros en comparación con los ratones control. 





postsinápticas pueden revertirse tanto silenciando la expresión del transgen como con 
protocolos que favorecen la plasticidad hipocampal, como el enriquecimiento 
ambiental. Además se observaron grandes similitudes entre la morfología de las 
neuronas granulares de estos ratones y de pacientes con la enfermedad de Alzheimer 
(Llorens-Martin, Fuster-Matanzo et al. 2013). 
 
2.4.  GSK3 y neurogénesis 
 
Las implicaciones que GSK3 puede tener sobre la neurogénesis adulta están 
tomando  importancia en los últimos años. Resulta de gran interés conocer como la 
desregulación de la quinasa afecta este proceso y si esto estaría interviniendo en la 
patogénesis de dichas enfermedades. Además de los datos comentados anteriormente 
obtenidos por los estudios realizados en nuestro laboratorio, otros datos importantes han 
sido revelados a cerca de la implicación de GSK3 en neurogénesis. 
El papel de GSK3 en neurogénesis adulta también se ha abordado con 
aproximaciones en sentido opuesto a la del modelo de ratón que sobreexpresa GSK3. 
Mediante la utilización de modelos genéticos se ha estudiado el efecto producido por la 
carencia de la quinasa. En esta dirección se ha generado un modelo por deleción de 
GSK3 en precursores neurales, los cuales no presentarán la expresión de la quinasa 
(Woo-Yang K). En este modelo la ausencia de ambas isoformas de GSK3 en células 
nestina positiva, produce un aumento del tamaño cerebral debido al incremento de la 
proliferación de los precursores neurales. En concordancia con estos resultados, la 
expresión en otro modelo de una forma de la quinasa constitutivamente activa de 
manera ubicua, se traduce en una disminución de la proliferación de los precursores 
neurales (Woo-Yang K 2009). 
Los efectos observados sobre la neurogénesis en estos trabajos, están ejercidos 
por ambas isoformas de la quinasa GSK3. La modificación de cualquiera de ellas de 
forma individual no produce alteraciones fenotípicas (Woo-Yang K). 
 
GSK3 juega un importante papel en la biología de los precursores neurales, de 
manera que las alteraciones se traducen en defectos de proliferación y diferenciación de 





GSK3 y, por tanto, modifican su acción señalizadora. Así la molécula DISC1, implicada 
en esquizofrenia, inhibe a GSK3 mediante interacción proteína-proteína. Esta inhibición 
se traduce en una reducción de la proliferación de los precursores neurales y una mayor 
diferenciación (Mao Y).  
Otro ejemplo es el de la proteína FMR1, cuya mutación produce el síndrome del 
X frágil. La función biológica de esta proteína es la regulación de la traducción de los 
mRNA, a los cuales se une.  Uno de los que se ven regulados por ella es el de GSK3β. 
Modelos por falta de la proteína demuestran que la deficiencia produce un aumento de 
la proliferación de los precursores. Además de la alteración en la proliferación, se 
producen defectos en la diferenciación, observándose un menor porcentaje de 
diferenciación en neuronas y un incremento del porcentaje de diferenciación en 
astrocitos (Luo Y 2010 plos genet). La inhibición de GSK3 en ratón KO para FRM1, 
rescata la neurogénesis en SGZ y revierte los déficits en el aprendizaje dependiente de 
hipocampo (Guo W et al 2012 Human molecula) 
Las alteraciones observadas en todos estos casos, son debidas a nivel molecular 
a la falta de señalización de GSK3 en las vías en las que se encuentra implicada como 
Wnt, Shh, Notch y sobre c-Myc mediante la vía FGF/PI3K (Woo-Yang K) y a defectos 
en la señalización por factores tróficos como el VEGF (Woo-Yang K 2009). La vía 
canónica sobre la que ejerce su función GSK3, es la vía de Wnt. Así se ha visto que los 
efectos antes descritos, son debido a la acción de GSK3 sobre β-catenina. La actividad 
de GSK3 por falta de una correcta función de sus moléculas moduladoras, producirá un 
fosforilará la β-catenina para que sea degradada. La β-catenina no se translocará al 














































En esta tesis doctoral nos propusimos analizar, en un modelo de ratón transgénico, el 
efecto que tiene sobreexpresar GSK3β en precursores neurales en la neurogénesis 
adulta. El estudio se centrará en la región subgranular del giro dentado hipocampal, área 
implicada en el procesamiento de la memoria y en enfermedades neurodegenerativas 
como la enfermedad de Alzheimer. Para este fin, nos propusimos los siguientes 
objetivos: 
 
1. Generación y caracterización del ratón transgénico que sobreexpresa la quinasa 
GSK3β en sus precursores neurales. Dicho modelo se generará al cruzar 
animales que expresan la proteína transactivadora tTA bajo el promotor GFAP 
con animales BiTetO-Gal/GSK-3β. En primer lugar se comprobará del patrón de 
expresión del transgen y estudiará el fenotipo presentado por el modelo doble 
transgénico. 
 
2. Estudiar, utilizando este modelo de ratón transgénico, las alteraciones en la 
neurogénesis adulta hipocampal derivadas de la sobreexpresión de GSK3β. Esta 
caracterización abarcará aspectos relacionados con la neurogénesis adulta como 
son la proliferación, supervivencia, maduración, gliosis, morfología y 
conectividad de las nuevas neuronas. 
 
3. Estudio del papel de la sobreexpresión de GSK3β sobre la proliferación de los 

















































Los reactivos utilizados fueron: 5-yodo-2´-deoxiuridina (Yododeoxiuridina; 
IdU) y 5-cloro-2´-deoxiuridina (Clorodeoxiuridina; CldU) Sigma-Aldrich, (St. Louis, 
MO). Ácido okadaico (inhibidor de fosfatasas) se obtuvo de LC Laboratories. El cóctel 
de inhibidores de preoteasas COMPLETETM (Roche) contiene 1mM fenilmetilsulfonil 
fluoruro (PMSF), aprotinina 10 µg/ml, leupeptina 10 µg/ml y pepstatina 10 µg/ml. El 
Percoll se obtuvo GE Healthcare. EGF y FGF2 fue suministrado por PreproTech, Inc. 




Los anticuerpos primarios utilizados en la inmunodetección de proteínas en 
Western blot (WB), inmunofluorescencia (IF) y en inmunohistoquímica (IHQ), se 
recogen en la Tabla 1. 
En los ensayos de WB, se utilizaron los siguientes anticuerpos secundarios 
conjugados con HRP (horseradish peroxidase; peroxidasa de rábano): anticuerpo de 
cabra anti-ratón y anticuerpo de cabra anti-conejo (DAKO), utilizados a una dilución 
1:5000. 
En los estudios inmunohistoquímicos  se empleó el anticuerpo secundario de 
caballo anti-ratón, conjugado con biotina, en una dilución 1:200 (Vectastin Elite ABC 
Kit, Vector Laboratories). 
En los ensayos de inmunofluorescencia, se utilizaron los siguientes anticuerpos 
secundarios conjugados: anti-ratón, anti-conejo, anti-rata y anti-cabra Alexa 
488/555/633/647, a una dilución 1/1000 (Invitrogen) y todos producidos en burro. Para 























β-galatosidasa Ratón Promega 1:5000 1:5000 
Anti-GFAP Proteina ácida fibrilar 
glial 
Conejo Promega 1:500 1:500 
Anti- Iba1 Molecular adaptadora 
de unión a calcio  
de microglía 




Anti-Sox2 Factor de 
transcripción Sox2 
Cabra R&D Systems 1:500  
Anti-Myc GSK3β transgénica Ratón Roche 1:500 1:500 
Anti-NeuN Proteína de unión a 
ADN 
Ratón Millipore 1:1000  
Anti-BLBP Proteína de unión a 
ácidos grasos 
Conejo Abcam 1:400  
Anti-IdU 5-yodo-
2´deoxiuridina 







Anti-fractina Fragmento escindido 
de actina 
Conejo BD Pharmingen 1:500  
Anti-Doblecortina Extremo C-terminal 
de DCX 
Cabra Santa Cruz 1:500  
Anti-PHisH3 Fosfo-histona H3 
(Serina 10) 
Conejo Millipore 1:250  
Anti-calbindina Proteína de unión a 
calcio 
Conejo Swant 1:500  
Anti-Nestina Filamento intermedio  Ratón BD Bioscience 1:200  















Conejo Cell Signaling  1:1000 
Anti-β-actina Proteína de 
citoesqueleto 
Ratón   1:5000 




Los animales empleados en este estudio, fueron criados en el animalario del 
Centro de Biología Molecular “Severo Ochoa” (CBMSO). Se estabularon de 4 a 5 
animales por jaula, con comida y agua disponible ad libitum. Se mantuvieron en un 
ambiente con temperatura controlada y ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas 
respectivamente, con el comienzo de la fase de luz a las 8:00 a.m. Todos los 




procedimientos llevados a cabo con los animales fueron aprobados por la Comisión de 
Bioética del CBMSO (UAM-CSIC, Madrid, España). 
 
Los estudios sobre neurogénesis adulta se llevaron a cabo con el modelo de ratón 
transgénico GFAP/OE GSK-3β. La generación de dicho modelo doble transgénico se 
obtuvo del cruce de las líneas Bi-TetO β-Gal GSK-3β (Lucas, Hernandez et al. 2001) y 
GFAP-tTA (Lin, Kemper et al. 2004), ambas con fondo genético similar (C57BL/6) 
(Figura 1A). 
La primera es una línea transgénica homocigota para GSK3β, portadora de un 
constructo con un promotor bidireccional (Bi-TetO). Éste codifica en dirección 5´ la 
expresión de  GSK3β unida al epítopo myc en el extremo amino terminal, mientras que 
en dirección 3´, codifica la expresión de la proteína β-galactosidasa (β-Gal) unido a una 
señal de localización nuclear (NLS). La proteína β-Gal será utilizada como reportero de 
la expresión del transgen. Este constructo es condicional e inducible ya que posee el 
promotor de respuesta al sistema tet. Para que esta construcción se transcriba es 
necesaria la unión del transactivador (tTa) a la secuencia operadora (Figura 1B). La 
otra línea transgénica (Jackson Laboratory B6.Cg-Tg(GFAP-tTA)110Pop/J nº 005964) 
es portadora del transgen que contiene el transactivador reprimible por tetraciclina, bajo 
el promotor de GFAP humano (Besnard, Brenner et al. 1991).   
En los animales doble transgénicos resultantes del cruce de las dos líneas 
anteriores, la proteína tTa se unirá a la zona operadora (TetO) del promotor 
bidireccional, activando la expresión de los transgenes de GSK3β y β-Gal. Esto 
ocurrirá, en aquellas células que expresen GFAP y que, por tanto, serán las que 
expresen la proteína tTa. Esta sobreexpresión es reprimible gracias a la administración 
de tetraciclina o análogos, pudiendo regular el patrón temporal de expresión del 
transgen. La presencia de este antibiótico produce el cambio de conformación del 
transactivador por la interacción de ambos, impidiendo su unión a la zona operadora y 
evitando, de este modo, la expresión del transgen (sistema tet-off) (Figura 1B). 
Como ratones control del estudio, se utilizaron los descendientes silvestres (Wild 
type; Wt) procedentes del cruce de la línea heterocigota GFAP-tTa con la línea silvestre 
C57BL/6. 
 



































Figura 1. Representación esquemática del cruce para obtener el ratón GFAP/OE GSK-3β y 
del transgen de GSK3β. A, el ratón utilizado para los estudios de neurogénesis adulta se obtuvo del 
cruce entre la línea portadora del transgen de GSK3β (Bi-TetO β-Gal GSK-3β) y la línea que 
expresa el transactivador bajo el promotor de GFAP (GFAP-tTA). El ratón doble transgénico 
GFAP/OE GSK-3β, sobreexpresará GSK3β en aquellas células donde esté presente la proteína 
transactivadora (tTa) y que serán las que expresen el promotor GFAP. B, representación esquemática 
del constructo de GSK3β que portan los ratones transgénicos. El transgen consta de un promotor 
bidireccional Bi-TetO, formado por 7 repeticiones de la secuencia palindrómica del operador del 
sistema Tet y flanqueado por la secuencia del promotor del citomegalovirus en orientaciones 
opuestas (P). La unión a la zona operadora del transactivador (tTa), activará el promotor y la 
transcripción de GSK3β y de β-galactosidasa. Esta expresión es reprimible por la administración de 
tetraciclina o análogos como la doxyciclina. Estos antibióticos cambian la conformación del 








1.4. Grupos experimentales 
 
Para el estudio de las implicaciones de la sobreexpresión de GSK3β sobre los 
precursores neurales, se utilizaron diferentes grupos de animales de edades 
comprendidas entre los 3 y 5 meses. En grupos de 3,5 meses se llevaron a cabo 
diferentes estudios de caracterización de las poblaciones neurogénicas. Para 
complementar estos datos, algunos de estos grupos experimentales fueron inyectados 
con análogos de timidina a distintos tiempos. Los grupos de inyecciones de análogos de 
timidina se inyectaron con 2 meses de edad con el primer análogo y se dejó transcurrir 
el tiempo deseado hasta la inyección del segundo análogo y el sacrificio. Los diferentes 
grupos experimentales, con sus respectivos tratamientos de análogos de timidina quedan 
recogidos en la Imagen 3.  
Los animales empleados para los análisis de los pesos tenían 7 y 15 meses de 
edad. Los grupos utilizados para los experimentos del array de citoquinas y de qPCR 
tenían 5 meses de edad. Los animales utilizados para los cultivos de neurosferas tenían 















Imagen 3. Esquema representativo de los grupos de animales, tanto controles como transgénicos, 
utilizados para los tratamientos con análogos de timidina. En la figura se señalan los puntos 
temporales en los que fue  inyectado cada análogo y el tiempo transcurrido hasta el momento de 
sacrificio (cruz roja). 






2.1. Técnicas bioquímicas 
 
            2.1.1. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 
Para determinar el genotipo de los ratones se extrajo el DNA genómico de una 
pequeña porción de cola de los animales. El fragmento de tejido fue digerido en NaOH 
50 mM a 100ºC y 1400 revoluciones por minuto (rpm) durante 30 minutos. La digestión 
fue neutralizada añadiendo un décimo del volumen de la digestión de Tris-HCl 1M, pH 
8. Separamos los restos no digeridos mediante centrifugación a 14000 rpm durante 10 
minutos. El DNA presente en el sobrenadante se utilizó para poder realizar la reacción 
en cadena de la polimerasa (Mullis and Faloona 1987), utilizándose los oligonucleótidos 
indicados en la Tabla 2. 
Para el genotipado de la línea Bi-TetO β-Gal GSK-3β, la PCR se llevó a cabo en 
un medio que contenía el tampón de la Taq DNA polimerasa (5X), mezcla de 
desoxirribonucleótidos (dNTP) 0,25 mM, MgCl2 1,5 mM, oligo sentido 0,5 mM, oligo 
antisentido 0,5 mM, 2 µl de DNA y 1,25 U de Taq polimerasa (Promega), en un 
volumen final de 50 µl. 
El protocolo de amplificación para estos oligos constó de 30 ciclos, cada uno de 
los cuales consistió en 40 segundos a 94ºC, seguido de 40 segundos a 58ºC y 90 
segundos a 72ºC. La amplificación da lugar a un fragmento de 650 pb, que se verificó 
por electroforesis en geles de agarosa al 1% conteniendo SYBR Safe (Invitrogen) para 
teñir y visualizar el DNA. 
En cuanto al genotipado de la línea GFAP-tTa, la PCR se llevó a cabo en un 
medio que contenía el tampón de la Taq DNA polimerasa (5X), dNTP 0,2 mM, MgCl2 4 
mM, oligo sentido 0,5 mM, oligo antisentido 0,5 mM, 1µl de DNA y 0,5 U de Taq 
polimerasa (Promega), en un volumen final de 50 µl. 
El protocolo de amplificación para estos oligos, constó de 35 ciclos cada uno de 
los cuales consistió en 30 segundos a 94ºC, seguido de 60 segundos a 57ºC y 60 
segundos a 72ºC. La amplificación da lugar a un fragmento de 450 pb, que se verificó 
por electroforesis en geles de agarosa al 1% conteniendo SYBR Safe (Invitrogen). 









GFAP-tTa CGCTGTGGGGCATTTTACTTTAG CATGTCCAGATCGAAATCGTC 
Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados para el genotipado de las dos líneas transgénicas utilizadas en 
este trabajo. 
 
            2.1.2. Preparación de extractos proteicos 
 
Los animales empleados fueron sacrificados mediante el uso de una cámara de 
CO2. Se diseccionaron para extraer el cerebro y dividir éste a su vez en las estructuras 
deseadas, habitualmente corteza, hipocampo y cerebelo. Para preparar los extractos de 
proteína totales, se extrajo el tejido cerebral fresco y se homogeneizó utilizando un 
potter vidrio-vidrio. El extracto se hizo en buffer de homogeneización Rippa cuya 
composición es Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NP-40 1%, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, 
deoxicolato de sodio 0,25%, inhibidores de fosfatasas (NaF 1 mM, Na3VO4 1 mM y 
ácido okadaico 1 µM) y el cóctel de inhibidores de proteasas COMPLETE
TM
 (Roche). 
Posteriormente, la concentración proteica de cada uno de los homogeneizados se 
determinó por duplicado mediante el método de Bradford (Bradford 1976), utilizando 
BSA como patrón. A los extractos proteicos totales se les añadió tampón de ruptura 
(Tris 250 mM pH 6,8, SDS 4%, glicerol 10%, β-mercaptoetanol 2% y azul de 
bromofenol 0,0006%) y se conservaron congelados a -20ºC. 
 
2.1.3. Electroforesis, electrotransferencia e inmunodetección (Western Blot) 
 
Los extractos proteicos se descongelaron e hirvieron a 100ºC durante 5 minutos 
y, a continuación, se les dió un pulso de centrifugación. De cada extracto se cargaron 20 
µg de proteína por pocillo. Las proteínas fueron separadas en geles de poliacrilamida 
(acrilamida/bisacrilamida) al 10% en presencia de SDS a voltaje constante durante 
alrededor de 2 horas. Posteriormente, las proteínas se electrotransfirieron a membranas 
de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell, Keene, NH) a un amperaje constante de 150 mA 
durante 1 hora, utilizando el sistema Mini-Protean de Bio-Rad. Para comprobar la 
eficiencia del proceso de transferencia, las membranas se tiñeron con Rojo Ponceau.  
Tras la comprobación, se retiró el colorante mediante lavados con PBS-0,1% 




Tween-20 (v/v). A continuación, se bloquearon las membranas utilizando leche en 
polvo 5% (p/v) en PBS-0,1% Tween-20 (v/v) durante 30-45 minutos en agitación. El 
siguiente paso fue la incubación con los anticuerpos primarios diluidos en medio de 
bloqueo a 4ºC durante toda la noche y en agitación. Posteriormente, las membranas 
fueron lavadas 2 veces durante 10 minutos con PBS-0,1% Tween-20 (v/v). Para la 
inmunodetección, las membranas se incubaron durante 45 minutos con anticuerpos 
secundarios, conjugados con HRP, diluidos en medio de bloqueo (1/5000). Por último, 
se lavaron utilizando PBS-0,1% Tween-20 (v/v) 4 veces durante 10 minutos cada una. 
Las proteínas inmunoreactivas fueron visualizadas utilizando el sistema ECL (Enhanced 
Chemiluminescence Detection System) de Amersham. 
 
2.1.4. PCR cuantitativa (qRT-PCR) 
 
Los animales utilizados para estos experimentos fueron sacrificados mediante el 
uso de una cámara de CO2. Se diseccionaron para extraer el cerebro y rápidamente se 
pusieron sobre hielo. Se extrajeron, lo más rápidamente posible, las diferentes 
estructuras cerebrales que fueron instantáneamente ultracongeladas por baño en 
nitrógeno líquido y conservadas a -80ºC. La extracción de RNA se realizó utilizando 
QIAzol Lysis Reagent de Qiagen y el kit RNeasy Mini kit de Qiagen. Las muestras se 
homogenizaron en el TissueLyser II (85300) con Stainless Steel Beads, 5mm. La 
reacción de retrotranscripción se llevó a cabo con el kit de Applied “High capacity 
RNA-to-cDNA Master Mix”, en la que la concentración final fue de 20ng de RNA/ul de 
reacción. Tanto la extracción del RNA, el diseño de oligonucleótidos y el experimento 
de qRT-PCR fueron llevados a cabo por el servicio de genómica del SIdI (Parque 
Científico de la Universidad Autónoma de Madrid). 
La reacción de 10 µl contenía 5 ng de molde (DNA complementario al RNA 
aislado o cDNA), 100nM de sondas UPL, 250 nM de cebadores y LightCycler 480 
Probes Master (2x) de Roche. Los niveles de expresión de cada gen analizado fueron 
normalizados respecto a los del gen 18S ribosomal murino que fue usado como control. 
Además, se llevó a cabo un control negativo de la reacción en ausencia de molde (H2O 
en lugar de cDNA) y un control para comprobar la ausencia de DNA genómico en cada 
muestra (RT- en lugar de cDNA). 




El protocolo de amplificación consistió en un paso de 10 minutos a 95ºC, para 
activar la Taq polimerasa. A continuación, 50 ciclos de 15 segundos a 95ºC y 60 
segundos a 60ºC (desnaturalización e hibridación-extensión). Tras la amplificación, se 
obtuvo la curva de disociación aumentando progresivamente la temperatura de 60ºC 
hasta 95ºC. La fluorescencia emitida se adquirió en cada fase de hibridación mediante el 
sistema de detección del modelo LightCycler 480 (Roche). 
Para comprobar la especificidad de la reacción, se analizaron las curvas de 
disociación correspondientes para cada par de oligonucleótidos. La medida del valor del 
ciclo umbral (CT: cycle threshold) de cada muestra para cada gen, realizada por 
triplicado, se normalizó con respecto al valor CT del gen 18S para esa muestra, 
obteniéndose el valor ΔCT. El valor CT es inversamente proporcional a la cantidad 
inicial de cDNA en la muestra. El aumento de fluorescencia en cada ciclo es 
exponencial, por lo que, a la hora de representar los resultados obtenidos, el nivel de 
expresión (moléculas de cDNA iniciales) se calculó como 2
-ΔCT
 y se representó en 





Gen Proteína Secuencias sondas UPL 
Sentido Antisentido 
TNFα TNFα TCTTCTCATTCCTGCTTGTGG GGTCTGGGCCATAGAACTGA 
Cxcl16 CXCL16 TGAACTAGTGGACTGCTTTGAGC GCAAATGTTTTTGGTGGTGA 
Cx3cl1 FRACTALKINA CGCGTTCTTCCATTTGTGTA CATGATTTCGCATTTCGTCA 
IL1β IL1β AGTTGACGGACCCCAAAAG TTTGAAGCTGGATGCTCTCAT 
IL3 IL3 TACATCTGCGAATGACTCTGC GGCTGAGGTGGTCTAGAGGTT 
IL4 IL4 GAGAGATCATCGGCATTTTGA AGCCCTACAGACGAGCTCAC 
IL10 IL10 CAGAGCCACATGCTCCTAGA GTCCAGCTGGTCCTTTGTTT 
VEGF VEGF GTACCTCCACCATGCCAAGT TGGGACTTCTGCTCTCCTTC 
BDNF BDNF AGTCTCCAGGACAGCAAAGC TGCAACCGAAGTATGAAATAACC 
DKK1 DKK1 CCGGGAACTACTGCAAAAAT CCAAGGTTTTCAATGATGCTT 
sFRP3 sFRP3 CACCGTCAATCTTTATACCACCT TCAGCTATAGAGCCTTCTACCAAGA 
Rn18s ARN RIBOSÓMICO 
18S 
CGGCTACCACATCCAAGGAA GCTGGAATTACCGCGGCT 










2.1.5. Array de citoquinas 
 
Para la realización del array de citoquinas usamos el kit comercial Raybio 
Mouse Cytokine Antibody Array 3 (RayBiotech, Inc.). El experimento fue llevado a 
cabo, utilizando hipocampos de animales de 5 meses de edad, con un número total de 6 
animales silvestres (Wt) y 6 animales transgénicos GFAP/OE GSK-3β. Los hipocampos 
se homogeneizaron en tampón de lisis proporcionado en el Kit. Tras la extracción, las 
muestras fueron sometidas a un pulso de centrifugación, y se determinó la 
concentración total de proteínas mediante el método Bradford (Bradford 1976). 
El experimento para cada genotipo se realizó en unas membranas independientes 
proporcionadas por el kit y siempre llevadas en paralelo. Para cada membrana se 
utilizaron 250 µg de proteínas. Esta cantidad procedió de cantidades iguales de proteína 
de cada uno de los 6 animales que formaban cada grupo (41,67 µg por animal), para 
tener una muestra representativa. La muestra fue llevada a un volumen final de 1 ml, 
utilizando para la dilución tampón de bloqueo 1X. 
Una vez preparadas las muestras, se llevó a cabo el array siguiendo el protocolo 
del fabricante. Brevemente, el primer paso fue el bloqueo de las membranas durante 30 
minutos y en agitación con tampón de bloqueo 1X. Acto seguido, se retiró el bloqueo y 
se incubó cada membrana con la muestra, durante toda la noche a 4ºC y en agitación. Al 
día siguiente, se lavaron las membranas con tampón de lavado I tres veces, 5 minutos 
cada una. A continuación, 2 lavados más de 5 minutos cada uno con tampón de lavado 
II. Todos los lavados se realizaron a temperatura ambiente y en agitación. El siguiente 
paso consistió en la incubación con la mezcla de anticuerpo secundario proporcionada 
por el kit. Este anticuerpo está conjugado con biotina, y reconoce las 62 citoquinas 
diferente de que consta el kit. Nuevamente se hicieron los lavados del mismo modo 
indicado anteriormente y se continuó con la incubación de las membranas con 
estreptavidina conjugada con peroxidasa (HRP) durante 2 horas a temperatura ambiente. 
Finalmente, se repitieron los lavados como en los pasos anteriores y se pasó a incubar 
las membranas 2 minutos con la solución de revelado suministrada en el kit. Se reveló la 
membrana utilizando el sistema ImageQuant LAS 4000 Mini (GE) y se densitometró el 
valor de cada citoquina mediante el uso del programa ImageJ. Los valores obtenidos 
para cada una, fueron corregidos por los valores de los controles internos presentes en 




cada una de las membranas, para luego comparar los niveles de cada citoquina entre 
cada genotipo.  
Algunas de las citoquinas analizadas en el array y que mostraban diferencias, 
fueron validadas mediante experimentos de PCR cuantitativa tal y como se describe en 
el apartado 2.1.4. 
 
2.1.6. Determinación de los niveles de glucógeno 
 
Para realizar esta cuantificación utilizamos cortezas cerebrales de animales de 5 
meses de edad. Los extractos de corteza cerebral se realizaron 1:10 (p/v) en HClO4 al 
2% y se mantuvieron en agitación durante 24 h a 4ºC. Al día siguiente se centrifugaron 
10 min a 10.000 rpm a 4ºC, el sobrenadante se utilizó para la determinación de 
glucógeno. Se añadió primero una gota de indicador de pH y se neutralizó con KOH al 
5%. El glucógeno se determina midiendo la cantidad de glucosa total obtenida después 
de una hidrólisis con amiloglucosidasa que degrada totalmente el glucógeno hasta 
convertirlo en glucosa. Por último, la glucosa se oxida a ácido glucónico y peróxido de 
hidrógeno por la glucosa oxidasa. El peróxido de hidrógeno reacciona con o-dianisidina 
en presencia de peroxidasa para formar un producto coloreado que en presencia de 
ácido sulfúrico forma un producto coloreado más estable. La intensidad del color rosa 
medido a 540 nm es proporcional a la concentración original de glucosa. Para el ensayo 
se utilizó el Kit comercial de SIGMA (GLUCOSE (GO) ASSAY KIT Product Number 
GAGO-20). La cuantificación de glucógeno se expresa sustrayendo a la cantidad total 
de glucosa medida tras la acción de la amiloglucosidas, la glucosa hepática libre 
determinada antes de tratar con amiloglucosidasa.   
 
 
2.2. Técnicas histológicas 
 
2.2.1. Preparación de las muestras de tejido 
 
Los ratones fueron anestesiados por inyección intraperitoneal de pentobarbital. 
Seguidamente fueron perfundidos transcardialmente, lavando primero con 50 ml de 




buffer salino (NaCl 0,9%) y, a continuación, fijando con 50 ml de paraformaldehido 
(PFA) al 4%. Seguidamente se extrajo el cerebro y fue partido por la mitad separando 
ambos hemisferios. Los hemisferios fueron post-fijado en PFA 4%, durante toda la 
noche. Al día siguiente, a los cerebros se les hizo 3 lavados, con tampón fosfato (PB) 
0,1N (14 g. de K2HPO4 y 2,65 g. de NaH2PO4), de 20 minutos cada uno. 
Posteriormente, fueron incluidos en una mezcla de sacarosa 10% y agarosa al 4%. Los 
bloques de cerebro incluidos se tallaron quitando el exceso de medio de inclusión y se 
cortaron en secciones sagitales de 50µm de grosor en un vibratomo VT1200S (Leica). 
Las secciones de cerebro se hicieron seriadas, formando series que contienen 1 corte 
cada 8, y se conservaron en PB 0,1N a 4ºC. Las series no utilizadas en un plazo corto de 
tiempo fueron preservadas a -20ºC inmersas en glicol, una solución crioprotectora 




Las secciones en solución crioprotectora se lavaron durante 5 minutos en PBS 
1X. A continuación, se incubaron con H202 al 1% en PBS 1X durante 45 minutos para 
inactivar la peroxidasa endógena del tejido. Seguidamente, se lavaron 2 veces durante 
10 minutos con PBS 1X y se incubaron durante al menos una hora en solución de 
bloqueo compuesta de BSA al 1%, suero bovino fetal (FBS) al 5% y Triton X-100 1/10 
en PBS al 2%. Una vez bloqueadas las secciones, fueron incubadas con el anticuerpo 
primario diluido en solución de bloqueo durante toda la noche a 4ºC y en agitación. Los 
siguientes pasos de reconocimiento del anticuerpo primario y amplificación de la señal 
se llevaron a cabo usando el kit comercial Elite Vectastin (Vector Laboratorios, 
Burlingame, CA). Al día siguiente las secciones se lavaron 3 veces, de 10 minutos cada 
una, con PBS 1X y se incubaron con anticuerpo secundario biotinilado durante 1 hora. 
De nuevo, se realizaron 3 lavados con PBS 1X, de 10 minutos cada uno y se incubaron 
con el complejo Avidina-peroxidasa (ABC) que reconoce las moléculas de biotina 
conjugadas con el anticuerpo secundario. Finalmente, se realizaron 2 lavados de 10 
minutos con PBS 1X y se procedió al revelado. Para la reacción cromógena se 
incubaron las secciones en una solución de DAB (3,3´-diaminobencidina 
tetrahidroclorada; una tableta en 10 ml de PBS 1X y 10 µl de H202 al 3%) durante 10 




minutos. En presencia de H202, el DAB se oxida por la reacción de la peroxidasa, 
generando un precipitado de color marrón allí donde se unió el anticuerpo. Para detener 
la reacción con DAB las secciones se traspasaron a agua destilada. Por último, las 
secciones se montaron en portaobjetos utilizando como medio de montaje FluoroSave 
Reagent (Calbiochem). Una vez seco el medio de montaje, se tomaron fotografías de las 
muestras en un microscopio vertical Axioskop2 plus (Zeiss) acoplado a una cámara 
Coolsnap FX color (Roper Scientific). 
 
2.2.3. Medición del volumen del giro dentado y área total de SGZ 
 
Los animales fueron perfundidos y los cerebros procesados tal y como se explica 
en el apartado 2.2.1. La tinción realizada para el marcaje nuclear fue la tinción de Nissl, 
que tiñe específicamente los ácidos nucleicos. Se utilizó una de las series de cortes de 
cada animal que fueron montadas sobre portaobjetos previamente gelatinizados. Se 
tuvieron alrededor de 10 días montadas y secando para conseguir una buena adherencia 
del corte. El protocolo realizado consistió en la tinción de las secciones incubándolas en 
una solución de azul de toluidina durante 8 minutos. Seguidamente, se traspasaron las 
secciones a un baño con agua destilada durante 10 minutos, para lavar el exceso de 
colorante. A continuación, se llevó a cabo la deshidratación progresiva de las secciones 
mediante inmersión en baños de etanol de graduación creciente. Se realizaron baños de 
2 minutos en etanol 70%, 96%, 100% I, 100% II. Finalizados los baños de etanol 
creciente, los portaobjetos con los cortes teñidos fueron pasados a un baño de xileno. 
Por último, se montaron con medio hidrofóbico DePex (Serva Electrophoresis GmbH). 
Se tomaron fotografías de cada una de la secciones que conforman la serie, utilizando 
un objetivo 10x en un microscopio vertical Axioskop2 plus (Zeiss) acoplado a una 
cámara Coolsnap FX color (Roper Scientific). 
La obtención del volumen del GD se llevó a cabo siguiendo el método de 
Cavallieri. Se midió el área del GD de cada sección delimitando el borde de la capa 
granular con ayuda del software ImageJ (ImageJ,v. 1.33, NIH, Bethesda, MD, USA, 
http://rsb.info.nih.gov/ij). El volumen del giro dentado se obtuvo de la suma de todas las 
áreas, multiplicado por la distancia entre dos secciones consecutivas de la serie (400 
µm, 50 µm del grosor de cada sección multiplicado por 8 que es el número de secciones 




entre 2 consecutivas).  
En cuanto a la SGZ, el dato calculado es un área y no un volumen. La razón 
viene de la definición teórica de la SGZ, que es la línea comprendida entre los somas de 
las neuronas granulares y el hilus, y por tanto, esto es equivalente a un plano teórico 
carente de volumen. Es en este plano en el cual estarán dispuestos los precursores 
neuronales. Para calcular el área total de SGZ, se midió en cada sección de la serie 
teñida con Nissl, la longitud de la SGZ mediante el uso del software ImageJ. El área 
total de SGZ se obtuvo de la suma de todas las longitudes, multiplicado por la distancia 
entre dos secciones consecutivas de la serie.  
 
2.2.4. Inmunofluorescencia de tejido 
 
Las series de secciones fueron lavadas 1 minuto en PB 0,1N. A continuación, se 
traspasaron a la solución de bloqueo (BSA 1% y Triton-X-100 1% en PB 0,1N) 
conteniendo el anticuerpo primario, donde se incubaron durante 48 horas a 4ºC y con 
agitación suave. En el siguiente paso, se efectuaron 3 lavados de 10 minutos cada uno 
con la solución de bloqueo. Seguidamente se incubaron los cortes con los anticuerpos 
secundarios diluidos 1:1000 en la misma solución de bloqueo a 4ºC durante toda la 
noche y con agitación. Después de la incubación con los anticuerpos secundarios, las 
secciones se lavaron con PB 0,1N 3 veces, 10 minutos cada vez. A continuación, se 
incubaron 10 minutos con DAPI (Merck) diluido 1:10.000 en PB 0,1N. Terminada la 
tinción de ácidos nucleicos, se volvieron a realizar 3 lavados de 10 minutos cada uno 
con PB 0,1N.  
Un caso particular son las inmunofluorescencias para detectar análogos de 
timidina. En estos casos, se necesita un paso previo antes del bloqueo, que consiste en la 
incubación de las secciones con HCl 2N durante 30 minutos. Este paso se utiliza para 
provocar la apertura de la doble hélice del DNA, y permitir el reconocimiento del 
análogo incorporado. Tras el tratamiento con HCl, las secciones se lavaron 3 veces 
durante 20 minutos cada una. Finalizados los lavados, ya se prosigue con el protocolo 
como en cualquier  otra inmunofluorescencia. 
Por último, las secciones fueron montadas en portaobjetos utilizando como 
medio de montaje Prolong Gold Antifade (Invitrogen). 




Una vez secas, se tomaron las imágenes en un microscopio de barrido laser 
confocal LSM710 acoplado a un microscopio vertical AxioImager.M2 (Zeiss). 
 
2.2.5. Cuantificación de células 
 
El contaje de células positivas para los marcadores DCX, BLBP, Iba-1 y DAPI 
fueron llevados a cabo mediante la técnica de disector físico, acoplado a microscopía 
confocal (Zeiss LSM710) como ha sido previamente descrito (Llorens-Martin, Torres-
Aleman et al. 2006). Para ello se realizaron 6 stacks (3 para GD dorsal y 3 para GD 
ventral), escogidos de forma ciega y al azar en la serie de secciones, para cada uno de 
los animales analizados.  
Para las células positivas para DCX y BLBP, los stacks se adquirieron con un 
objetivo 63x de inmersión, constando de 11 planos separados entre ellos por 1,7 µm 
(tamaño de stack en eje z de 18,7 µm) y de un tamaño de 103,81 µm en los ejes x e y. 
De cada stack se extrajo la densidad de células marcadas por unidad de línea 
subgranular. La densidad media (células/mm
2
) se multiplicó por la longitud de SGZ 
total, obteniendo así el valor total de células marcadas positivamente en todo el GD. 
Para el marcaje con Iba-1 los stacks se adquirieron con un objetivo de inmersión 
40x. Cada stack tenía un tamaño de 212,55 µm en los ejes x e y, y un tamaño en el eje z 
que abarcaba todo el grosor de la capa granular de la sección, con una separación entre 
planos de 1 µm. Se midió el área de todo el GD en cada uno de los stacks, con la ayuda 
del software ImageJ. Utilizando dicha área y el tamaño en z de cada stack se obtuvo la 
densidad de células marcadas (células/mm
3
). Finalmente, se obtuvo el dato total de 
células Iba-1 positivas en el GD, utilizando la densidad media y el volumen total para 
cada uno de los animales analizados. 
Para el contaje del total de neuronas maduras (marcadas con DAPI) los stacks 
fueron tomados con un objetivo de inmersión 100x. Se contaron todas las neuronas 
maduras presentes descartando aquellas que eran inmaduras, fácilmente reconocibles 
por su contorno nuclear irregular y su alta condensación de la cromatina. También se 
hizo lo propio y se descartaron aquellas en proceso degenerativo o apoptótico. Los 
stacks constaban de 6 planos, separados entre ellos por una distancia de 2µm, con un 
tamaño total en z de 12 µm y de 34 µm en los ejes x e y. Se obtuvo la densidad 






) de células maduras por stack, y utilizando la densidad media y el 
volumen del GD de cada animal se obtuvo el número total de neuronas granulares 
maduras del GD. 
 
La cuantificación de células marcadas con IdU, CldU, PHisH3 y fractina, se 
realizó siguiendo el método del disector óptico (Llorens-Martin and Trejo 2011). 
Brevemente, se contabilizaron todas las células positivas para cada uno de los 
marcadores, presentes dentro de una serie de secciones para cada animal analizado. Este 
recuento se realizó utilizando un microscopio de fluorescencia invertido Axiovert200 
(Zeiss), utilizando un objetivo de inmersión 40x. El número total de células presentes se 
multiplicó por 8 (ya que se contó una serie de entre las 8 obtenidas del cerebro) para 
obtener el número total de células marcadas en el GD. 
El estudio de colocalizaciones de IdU con DCX, Calretinina o NeuN (grupo de 
animales 2) y con CldU o DCX (grupo de animales 3), se hizo contando un número 
suficiente de células marcadas con el análogo de timidina (todas las células IdU+ con 4 
semanas de edad, y 1000 células CldU+ por genotipo en el grupo de 12 horas) obtenidas 
de un grupo representativo de animales para cada grupo. Los datos se presentan como 
porcentaje de células IdU+ también positivas o no para el resto de marcadores. 
 
2.2.6. Inyección estereotáxica de retrovirus 
 
Los animales operados, fueron anestesiados utilizando la aplicación inhalatoria 
de isofluorano mezclado con oxígeno. Fueron colocados en un estereotáxico (Stoelting), 
donde se continuó con la aplicación de anestesia durante toda la operación y con la 
precaución de tener el cráneo del animal siempre plano. Utilizando un bisturí estéril, se 
realizó una escisión en la piel de la cabeza para dejar accesible el cráneo. Utilizando un 
bastoncillo de algodón, se aplicó H2O2 para desinfectar la zona y visualizar más 
fácilmente la unión de los huesos craneales y el punto Bregma. Con ayuda de agujas de 
punta roma, se realizó una perforación en cada hemisferio en el lugar de la inyección. El 
lugar de la inyección fue el GD, localizándolo con las coordenadas (mm) -2 en el plano 
anteroposterior, -1,4 en el plano mediolateral y -2,2 en el plano dorsoventral, tomando 
Bregma como  punto de referencia (0,0,0). 




Con la ayuda de un puller, se construyeron micropipetas de vidrio con 1,65/1,1 
mm diámetro externo/interno (World Precision Instruments). La micropipeta de vidrio 
se conectó a través de tubbing 1,09/0,38 mm diámetro externo/interno (Stoelting) a una 
jeringa Hamilton. Se inyectó un volumen de 2µl de retrovirus en cada hemisferio. La 
inyección se realizó a una velocidad constante y un flujo de 0,2µl/min mediante el 
empleo de una bomba de inyección de precisión (Stoelting). Una vez finalizada la 
inyección en cada hemisferio, se esperaron unos minutos antes de comenzar la 
extracción de la micropipeta para evitar el reflujo. La extracción se realizó muy 
lentamente tardando alrededor de 5 minutos. Una vez inyectados los dos hemisferios, 
los animales fueron suturados utilizando grapas de 7mm Reflex (Stoelting). Finalizada 
la operación, se les mantuvo aislados hasta despertar de la anestesia (15 min aprox.) 
antes de devolverlos con sus compañeros.  
 
2.2.6.1 Producción de los retrovirus 
 
Utilizamos dos tipos de virus distintos que difieren en los genes que codifican. 
El retrovirus CAG-GFP que codifica para GFP (Zhao, Teng et al. 2006) y el retrovirus 
PSD95:GFP codifica para la proteína GFP fusionada con PSD95 (Kelsch, Lin et al. 
2008). Este último permite la visualización de las estructuras postsinápticas, como 
resultado de la expresión de la proteína PSD95:GFP. La producción de los virus se llevó 
a cabo transfectando células 293T en placas P100 con 5µg del plásmido a empaquetar, 
utilizando Lipofectamine and Lipofectamine Plus Reagent (Invitrogen). A las 24 horas, 
se les cambió el medio (DMEM 10%) añadiendo 5 ml de medio fresco. Tras 24 horas, 
se filtró el medio con un filtro de 0,45 µm de diámetro de poro. A continuación, se 
concentraron las partículas víricas, centrifugando a 26000 rpm en vacío y un rotor 
flotante, durante 2 horas a 4ºC. Por último, se resuspendió el pellet en PBS 1X y se 




. Hasta su utilización se 
conservaron a -80ºC. 
 
2.2.7. Cuantificación de parámetros morfométricos 
 
Los animales inyectados se mantuvieron durante 2 semanas antes de su sacrificio 




para estudios morfológicos del árbol dendrítico u 8 semanas para estudios morfológicos 
del árbol dendrítico y espinas sinápticas. Los animales fueron perfundidos y procesados 
tal y como se explicó anteriormente en el apartado 2.2.1. Se realizó la tinción de 3 series 
de cada hemisferio en cada animal, siguiendo los pasos explicados en el apartado 2.2.4. 
La particularidad en estas inmunofluorescencias es que la tinción de animales 
inyectados con PSD95:GFP se realiza con anticuerpo anti-GFP y con anticuerpo 
secundario Alexa-555. Así visualizaremos en el canal rojo la morfología neuronal y 
todo el árbol dendrítico y en el verde las densidades postsinápticas por la propia 
autofluorescencia de la GFP. 
Para el grupo de 2 semanas, las fotos para la reconstrucción de las neuronas se 
tomaron utilizando un objetivo de inmersión 40x, en un microscopio de barrido laser 
confocal LSM710 acoplado a un microscopio vertical AxioImager.M2 (Zeiss). Para el 
grupo de 8 semanas las fotos se adquirieron con un objetivo de inmersión 25x.  
Se analizaron un mínimo de 50 neuronas escogidas al azar procedentes de 3 
animales distintos para cada grupo de estudio. Se obtuvieron los stacks con una 
separación de planos de 2µm y un tamaño en z que recogiera la totalidad de la neurona. 
A partir de la proyección en z se analizaron parámetros como la longitud y número de 
dendritas primarias, la distancia de migración y el área de los terminales axónicos en 
CA3. La proyección en z también se utilizó para trazar las neuronas utilizando el plugin 
NeuronJ de ImageJ. Con estos trazos se determinó la longitud dendrítica total y se 
realizó el análisis de Sholl. Este último con la ayuda del plugin ShollAnalysis de 
ImageJ.  
 
2.2.7.1. Cuantificación de parámetros morfométricos sinápticos 
 
En el grupo de 8 semanas inyectados con PSD95:GFP, donde las neuronas ya 
son maduras, es posible cuantificar parámetros sinápticos. Para ello se tomaron las 
fotografías con un objetivo de inmersión 63x en un microscopio confocal LSM710 
(Zeiss). Los stacks obtenidos tenían un tamaño de 67,4µm en los ejes x e y, y un tamaño 
en z que recogiese toda la dendrita, con una separación entre los planos de 0,13µm. Se 
cuantificó el número de clusters PSD95-GFP y su área en cada orden de ramificación. 
Fueron analizados un mínimo de 30 segmentos para cada orden de ramificación 




dendrítica, procedentes de 3 animales distintos para cada genotipo. Para ello, se obtuvo 
la proyección en z de los dos canales y se midió la longitud dendrítica de cada 
segmento. A continuación, se analizó el número de clusters y el área de los mismos, 
utilizando el plugin semiautomático Particle Analyzer de ImageJ.  
 
 
2.3. Cultivos celulares. 
 
Los cultivos celulares se mantuvieron en un incubador a una temperatura de 
37ºC, una concentración de CO2 del 5% y una humedad relativa del 95%. Toda la 
manipulación y tratamiento de los cultivos se realizó en condiciones de esterilidad y 
dentro de campanas de flujo laminar. 
 
2.3.1. Cultivo de astrocitos 
 
Para realizar los cultivos de microglía, se utilizaron 5-6 ratones postnatales con 
24 horas de vida del ratón transgénico para GSK3β y ratones control. La disección se 
realizó en medio HBSS frío. Se extrajeron las cortezas cerebrales, se retiraron las 
meninges y se trocearon. Se realizó un lavado con HBSS y se digirieron utilizando 
tripsina y DNAsa a una concentración final en HBSS de 0,25% y 0,1 mg/ml 
respectivamente. La mezcla de digestión se incubó durante 15 minutos a 37ºC, agitando 
de vez en cuando. Se retiró bien la tripsina con 3 lavados de HBSS. Se añadió medio 
glial (MEM 1X, glucosa 0,6%, suero de caballo 10%, mezcla de antibióticos 1:1000) y 
se disoció la digestión utilizando una pipeta. El tejido disgregado se centrifugó 10 
minutos a 1500 r.p.m. Se retiró el sobrenadante y se resuspendió el pellet en medio 
glial. Los astrocitos se plaquearon en placas p35 y se les renovó totalmente el medio 
cada 3-4 días. Para este tipo de cultivos, las placas donde se crecieron las células no 
fueron previamente sometidas a ningún tratamiento. Para  preparar los extractos, las 








2.3.2. Cultivo de neurosferas 
 
El cultivos de neurosferas que se realizó fue en monocapa adherente en vez de 
en flotación, siguiendo el protocolo de Babu H. et. al. (Babu, Claasen et al. 2011). 
Se utilizaron de 5 a 6 animales por genotipo. Los animales fueron anestesiados 
mediante inyección intraperitoneal de pentobarbital y diseccionados para extraer el 
cerebro. Se colocó el cerebro en una placa con medio Neurobasal (NB) (Invitrogen Life-
Technologies-Gibco) frío. Se extrajeron los hipocampos y, seguidamente, se 
diseccionaron los GDs, que se colocaron en una placa con NB sobre hielo, mientras se 
diseccionaban el resto de animales. 
Una vez extraído todos los GDs, se retiró el NB y se sustituyó por la solución de 
digestión que contiene papaína y DNAsa, siguiendo el protocolo del fabricante 
(Worthington). Se trocearon los GDs en pequeños fragmentos y se incubaron en la 
solución de digestión a 37ºC durante 30-45 minutos. Una vez transcurrido el tiempo de 
digestión, se recogió el tejido digerido y se pasó a un tubo Falcon de 15 ml. Se terminó 
la disgregación del tejido, utilizando una pipeta Pasteur de vidrio siliconizada, hasta 
obtener una suspensión celular homogénea, con precaución de no formar burbujas. Se 
centrifugó la suspensión durante 5 minutos a 1000 rpm, y se retiró el sobrenadante. A 
continuación, se añadieron 3,9 ml de NB atemperado y 1,1ml de una solución de Percoll 
al 22% en PBS (v/v). La muestra en gradiente de Percoll se centrifugó 15 minutos a 450 
g. Mediante este gradiente lo que se consigue es separar los distintos tipos celulares, 
aislando en el pellet los precursores neurales. Retiramos el sobrenadante con precaución 
de no llevarnos el pellet, y lo lavamos 3 veces con NB atemperado para eliminar los 
restos de Percoll. Después de los lavados, resuspendemos el pellet de precursores 
neurales en 1 ml de medio de proliferación compuesto por B27 al 2% v/v (Gibco-BRL), 
Glutamax al 1% v/v (Gibco), EGF (20ng/ml) y FGF2 (20ng/ml) en NB. Finalmente, el 
aislado de precursores fue sembrado en medio de proliferación. Las placas donde se 
plaqueó el cultivo de precursores, fueron M12 previamente tratadas con Poli-L-Lisina 
(10µg/ml) (Sigma) diluida en H2O durante toda una noche. Al día siguiente se lavaron 
con H2O 3 veces durante 20 minutos cada uno, y se trataron con Laminina (10µg/ml) 
(Sigma) diluida en NB durante 2-3 horas a 37ºC. Trascurrido este tiempo, las placas se 
lavaron con NB 3 veces durante 10 minutos. Finalizado el tratamiento, se les añadió a 




las placas medio de proliferación y se atemperó hasta el momento del plaqueo del 
cultivo de precursores neurales. 
Transcurridas 48 horas, se retiró la mitad del volumen de cada pocillo, y se 
sustituyó por medio de proliferación fresco. El volumen retirado, se centrifugó 3 
minutos a 200 g, se descartó el sobrenadante, y el pellet se resuspendió en medio de 
proliferación fresco. Con este paso intentamos recuperar los precursores que aún no se 
habían pegado a la placa y se volvieron a plaquear de nuevo sobre el mismo cultivo. 
Cada 2-3 días se retiraba el 50% de medio y se sustituía por medio fresco. 
 
2.3.3. Pase del cultivo de neurosferas 
 
A las 2-3 semanas tras el aislamiento inicial de los precursores, el cultivo tiene 
un alto grado de confluencia. Los precursores neuronales pueden ser pasados a nuevas 
placas y conservados a lo largo del tiempo. Para ello se retira el medio de cultivo y se 
realiza un lavado de 1 minuto con PBS 1X atemperado. Añadimos Tripsina-EDTA 
(0,5% v/v) durante 1 minuto a 37ºC para despegar las células de la placa. La acción de 
la papaína se neutralizó con el doble de volumen del inhibidor ovomucoide de papaína 
(Worthington). Se centrifugó la suspensión celular 2 minutos a 200 g. Se descartó el 
sobrenadante, se añadió medio de proliferación fresco y se volvieron a sembrar sobre 
placas tratadas como se explicó en el apartado 2.3.1. 
 
2.3.4. Experimentos de proliferación in vitro 
 
Tras uno de los pases de los precursores, se sembraron sobre cristales estériles 
de 12 mm de diámetro, pretratados con polilisina/laminina como se explicó 
anteriormente. Se sembraron unas 50.000 células/cristal y se tuvieron 48 horas en 
cultivo antes del tratamiento. 
Para marcar las células en división se añadió al medio IdU a una concentración 
de 10 µM durante 6 horas. Transcurrido el tiempo de tratamiento, se retiró el medio con 
el análogo de timidina y se lavó el cultivo con PBS 1X. A continuación, se fijaron las 
células con PFA 4% durante 20 minutos. Las células fijadas se lavaron con PBS 1X, 2 
veces durante 10 minutos, y se conservaron a 4ºC en PBS 1X. 




2.3.5. Inmunofluorescencia de cultivos de precursores neurales 
 
Las células fijadas se permeabilizaron con 0,1% Tritón X-100 en PBS 1X 
durante 15 minutos. A continuación, se incubaron los cristales con glicina 1M en PBS 
1X durante 30 minutos, para eliminar la autofluorescencia. Después se realizó un lavado 
con PBS 1X durante 5 minutos. Seguidamente, se procedió al bloqueo de la muestra 
utilizando albúmina de suero bovino (BSA) al 1% en PBS 1X. El bloqueo se mantuvo 
alrededor de 45 minutos, tras los cuales se incubaron los cristales con el anticuerpo 
primario en la misma solución de bloqueo durante toda la noche. Al día siguiente, 
realizamos 2 lavados con PBS 1X de 5 minutos cada uno. El siguiente paso fue la 
incubación con anticuerpo secundario diluido 1:500 en medio de bloqueo durante 2-3 
horas  y en oscuridad. Las células se lavaron del mismo modo que se hizo tras la 
incubación con el anticuerpo primario. Por último, incubamos las células con DAPI a 
una dilución 1:10000 en PBS 1X. Tras el  marcaje nuclear, lavamos 2 veces con PBS 
1X 5 minutos y montamos los cristales sobre portaobjetos, utilizando como medio de 
montaje Prolong Gold Antifade. 
Las imágenes fueron adquiridas en un microscopio de confocal de fluorescencia 
LSM710 (Zeiss). Se contaron las células presentes en 12 campos procedentes de 3 
preparaciones distintas. Se cuantificaron un mínimo de 1000 células por condición, 
obteniendo el porcentaje de ellas positivamente marcadas con el análogo de timidina.  
 
 
2.4. Pruebas de comportamiento 
 
Se analizó posibles variaciones comportamentales de los ratones transgénicos, 
sometiéndolos a diferentes test de comportamiento ampliamente utilizados. 
 
2.4.1. Test de campo abierto (Open field) 
 
En primer lugar, los ratones se sometieron a este test de locomoción global, que 
nos informará de manera general de cualquier posible alteración. Los ratones se situaron 
en cajas cuadradas de dimensiones 29x29 cm. Estas cajas se encuentran monitorizadas, 




para recoger cualquier movimiento del ratón, con 16 fotocélulas para medir actividad 
horizontal y 8 fotocélulas para medir actividad vertical (Med Associates, Inc). Los 
ratones fueron analizados durante 15 minutos. El software informático que controla las 
cajas, nos da información acerca de numerosos parámetros relacionados con la distancia 
recorrida, velocidad, estereotipias, etc. 
 
2.4.2. Test de condicionamiento al miedo (Fear conditioning test) 
 
Para este test se colocó al ratón en un sistema comercial para miedo 
condicionado (Panlab). Este sistema consiste en una caja especial de atenuación sonora, 
cuya base metálica detecta cualquier mínimo movimiento del ratón. La base está 
conectada a un generador que permite dar descargas eléctricas. En la caja existe un 
generador de sonidos que permite emitir señales acústicas de manera controlada. La 
prueba consta de dos fases: la de entrenamiento y el test. El primer día se sitúa cada 
ratón de forma individual dentro de la caja cerrada y en oscuridad y se somete a una 
fase de entrenamiento.  Esta fase consta de unos 6 minutos, en los que de forma repetida 
y espaciada entre ellas, se da una señal acústica durante unos segundos seguida de una 
descarga eléctrica. El protocolo seguido consistió en 3 minutos de periodo de 
exploración y, a continuación, de dos ciclos de tono-descarga (tono de 30 segundos, y 
descarga de 0,8mA de 2 segundos) espaciados 1 minuto entre ellos. Un minuto tras la 
segunda descarga se devolvió el ratón a su caja. Trascurridas 24 horas, se somete a los 
animales a la fase de test de 6 minutos de duración. Se sitúan de nuevo dentro de la 
misma caja, pero sin darles ni señales acústicas ni descargas. Si el ratón recuerda el 
ambiente en el cual se le entrenó, espera recibir descargas eléctricas dentro de la caja y 
esto se traduce en quedarse inmóvil (freezing). Este es un test de memoria dependiente 
de hipocampo, que se refleja en el porcentaje de freezing, que será mayor si se recuerda 
el condicionamiento. 
 
2.4.3. Test de Rotarod 
 
El test se realizó utilizando el aparato de aceleración rotarod (Ugo Basile, 
Comerio, Italia). Los ratones fueron entrenados los dos días previos al test durante 5 




minutos con una velocidad de giro constante, 4 r.p.m. el primero y 8 r.p.m. el segundo 
día. El día del test, el rotarod se configuró para acelerar de manera constante desde 4 a 
40 r.p.m. y se analizó a los animales durante 5 minutos. El test se repitió 4 veces a cada 
animal. Durante estos ensayos acelerados, se cuantificó la latencia en caer del rotarod.  
 
 
2.5. Análisis estadístico 
 
El análisis estadístico de los resultados se llevó a cabo utilizando el programa 
SPSS Statistics 20. Los gráficos representan los valores medios ± S.E.M. (standard 
error of the mean). Previamente se analizó la normalidad de los datos aplicando la 
prueba Kolmogorov-Smirnov. La mayoría de los datos se ajustaban a los criterios de 
normalidad y se aplicó el test de análisis de la varianza (ANOVA) para más de dos 
grupos, de una o dos vías (dos vías en los casos de análisis de dos factores de la muestra 
como zona del GD y genotipo). Tras el análisis ANOVA se realizó el test de corrección 
post hoc Bonferroni para casos de comparaciones múltiples. En los casos donde la 
comparación era entre dos grupos, se aplicó el test de  la t de Student. Cuando los datos 
no se ajustaban a los criterios de normalidad, se aplicaron las pruebas no paramétricas 
equivalentes a las anteriores: Kruskal-Wallis para el estudio de más de dos grupos y la 
U de Mann-Whitney para la comparación de dos grupos.  
Para los estudios de colocalización, en los que la variable considerada era 
cualitativa, se aplicó un test no paramétrico específico para este tipo de datos como es la 


























































Caracterización de la neurogénesis adulta en un modelo murino de 
sobreexpresión de GSK3β en los precursores neurales. 
 
Datos previos del laboratorio han demostrado que la sobreexpresión de la 
quinasa GSK3β produce alteraciones en el proceso de neurogénesis adulta en la SGZ. 
En el ratón transgénico utilizado para estos estudios, la sobreexpresión de GSK3β se 
produce bajo el promotor de la calmodulina quinasa II (CamkII). En este modelo, 
GSK3β se sobreexpresará de forma postnatal en neuronas maduras del sistema nervioso 
central (SNC). Los efectos que esto conlleva, como fue comentado en la Introducción, 
son entre otros: la degeneración del GD, disminución de los nichos neurogénicos 
(Sirerol-Piquer, Gomez-Ramos et al. 2011), alteración en la expresión de DCX, 
alteración en el proceso de maduración/supervivencia de neuronas inmaduras (Fuster-
Matanzo, Llorens-Martin et al. 2013) y cambios en la morfología y conectividad de las 
nuevas neuronas generadas (Llorens-Martin, Fuster-Matanzo et al. 2013). 
Con estos antecedentes, nos propusimos investigar cual era el efecto sobre la 




1. Generación y caracterización del patrón de expresión del ratón 
GFAP/OE GSK3β 
 
Para llevar a cabo el estudio propuesto, se escogió la expresión del marcador de 
precursores neurales GFAP, para dirigir la sobreexpresión de GSK3β. Para ello se 
cruzaron ratones homocigotos Bi-TetO GSK3β y heterocigotos GFAP-tTa, tal y como 
se explica en el apartado 1.3. de Materiales y Métodos. Aunque GFAP tiene una 
expresión prenatal (Lewis and Cowan 1985; Brenner, Kisseberth et al. 1994), no se 
observaron efectos tóxicos de dicha expresión en el ratón doble transgénico. El 
porcentaje obtenido de crías de cada genotipo fue el esperado (50%) por las frecuencias 
mendelianas de segregación de los caracteres. Los ratones doble transgénicos GFAP/OE 
GSK3β son viables y se desarrollan con normalidad, no apreciándose diferencias de visu 





comparable a la de los ratones control. 
El siguiente paso fue analizar los niveles y patrón de expresión del transgen. 
Para detectar la expresión del transgen utilizamos el gen reportero β-Gal, que se expresa 
de forma bidireccional junto a GSK3β. Para ello utilizamos técnicas bioquímicas, como 
el western blot, e histológicas como la tinción inmunohistoquímica de tejido. Cuando 
los ratones GFAP/OE GSK3β y sus correspondientes controles fueron analizados 
mediante western blot, pudimos detectar la expresión del transgen en el ratón doble 
transgénico. La expresión tenía lugar en estructuras cerebrales tales como el hipocampo 
(Figura 2A), la corteza cerebral (Figura 2B) y el cerebelo (no mostrado). Por el 
contrario, no se detectó ningún tipo de señal en las mismas estructuras de los ratones 
control.  
Estas muestras también fueron analizadas utilizando el anticuerpo contra myc. Se 
puede observar el reconocimiento de GSK3β transgénica marcada con myc en extractos 
de hipocampo, donde los niveles de expresión son mayores. Esto confirma el correcto 
funcionamiento de la herramienta del promotor bidireccional. Como se pudo 
comprobar, la detección utilizando el anticuerpo contra myc es menos eficiente. Además 
su utilización falla en situaciones dónde la proteína tiene su conformación nativa y no 
está desnaturalizada, como en inmunohistoquímica de tejido. Por eso, de ahora en 
adelante usaremos el reportero β-Gal para detectar la expresión del transgen. 
 
A continuación, analizamos mediante tinción inmunohistoquímica el patrón de 
expresión de GSK3β en cortes de tejido de cerebro del ratón GFAP/OE GSK3β y su 
correspondiente control. Podemos observar la expresión restringida de β-Gal en las 
mismas regiones (hipocampo, corteza cerebral y cerebelo) que la detectábamos 
mediante western blot. Más concretamente, dentro del hipocampo la expresión de β-Gal 
vemos que está restringida al giro dentado (GD) región donde se sitúan los precursores 
neurales (Figura 2C). Ningún indicio de señal fue detectado en otras regiones del 
hipocampo como CA1, CA2 o CA3. En corteza, la detección del transgen se restringe a 
los astrocitos. Se puede observar que no todos los astrocitos aparecen marcados, ya que 
el número de estas células presentes en corteza es mayor que los que detectamos 
positivos para β-Gal (Figura 2D). Enn el cerebelo un intenso marcaje es observado, 





observa marcaje en la otra región neurogénica del cerebro adulto, en la zona 
subventricular (Figura 2F).  No se detectó expresión del transgen en otras regiones 






















Figura 2. Patrón de distribución y expresión del transgen. Análisis mediante western blot de la 
expresión del transgen en el hipocampo (A) y en corteza (B). Se utilizaron los anticuerpos contra la 
proteína reportera β-galactosidasa (β-Gal), contra el epítopo unido a GSK3β c-Myc y contra la 
GFAP como control de carga. Análisis del patrón de expresión del transgen en cortes de cerebro 
mediante inmunohistoquímica. Se detectó la expresión del transgen utilizando el anticuerpo contra 
β-Gal en giro dentado (C), en corteza (D), en cerebelo (E) y en ventrículo lateral (F). (Wt= control, 
GD= giro dentado, HIL= hilus, CA3= región 3 del cuerno de Ammon, CC= cuerpo calloso, CG= 







2. El ratón GFAP/OE GSK3β presenta un aumento del peso corporal  y 
cerebral. 
 
Tras comprobar que el transgen se estaba expresando en el ratón doble 
transgénico, lo primero que nos planteamos fue una caracterización de parámetros 
macroscópicos fácilmente cuantificables. El más inmediato que nos propusimos medir 
fue el peso de los animales, ya que GSK3β es una proteína implicada en la regulación 
del ciclo del glucógeno. Trabajos previos indican que la sobreexpresión de GSK3β en 
astrocitos del núcleo cerebral que controla el apetito produce sobrepeso en los ratones. 
Por todo ello, quisimos comprobar si el ratón transgénico GFAP/OE GSK3β, tenía 
alguna alteración a este nivel. Se pesaron ratones de 2 grupos  de edades diferentes, uno 
de ellos de 7 meses y el otro con 15 meses de edad. Diferenciando por sexo, este pesaje 
mostró que ya a los 7 meses se observa una diferencia significativa en el peso en los 
machos, teniendo el ratón transgénico un mayor peso corporal que su respectivo control 
(Wt= 31,35 ± 0,27; GFAP/OE GSK3β= 36,44 ± 1,31 gramos). A esta edad no se 
encontraron diferencias entre las hembras de ambos genotipos (Wt= 25,08 ± 0,15; 
GFAP/OE GSK3β= 26 ± 0,5 gramos) (Figura 3A). 
Analizando el grupo de animales de mayor edad, observamos unas claras 
diferencias entre los pesos de los dos genotipos y en esta ocasión en ambos sexos. Tanto 
los machos (Wt= 33,32 ± 0,53; GFAP/OE GSK3β= 41,63 ± 1,36 gramos) como las 
hembras (Wt= 27,41 ± 0,39; GFAP/OE GSK3β= 33,75 ± 1,02 gramos) que 
sobreexpresan GSK3β presentan un mayor peso corporal que los ratones control 
(Figura 3B). 
 
Lo siguiente que decidimos hacer fue analizar si había alguna diferencia en el 
peso de nuestra estructura de interés, el cerebro. Medimos el peso del cerebro de los 
animales de estos grupos de edad. En el grupo de 7 meses observamos diferencias 
significativas para ambos sexos, tanto en el caso de los machos (Wt= 0,45 ± 0,004; 
GFAP/OE GSK3β= 0,49 ± 0,004 gramos), como en el de las hembras (Wt= 0,47 ± 
0,004; GFAP/OE GSK3β= 0,49 ± 0,005 gramos) presentando un mayor peso cerebral 
los ratones transgénicos (Figura 3C). Lo mismo ocurre en el grupo de 15 meses, hay 





GSK3β= 0,49 ± 0,012 gramos) y también entre las hembras (Wt= 0,47 ± 0,004; 
GFAP/OE GSK3β= 0,5 ± 0,005 gramos) de los ratones GFAP/OE GSK3β y los ratones 

























Figura 3. Variación del peso corporal y cerebral en el ratón GFAP/OE GSK-3β. 
Cuantificación del peso corporal en ratones control y transgénico expresado en gramos. A, animales 
de 7 meses de edad dividido por sexos (ANOVA de dos vías; machos p= 0,005; hembras p= 1,00). 
B, animales de 15 meses de edad separando por sexos (ANOVA de dos vía; machos p= 0,000; 
hembras p= 0,000). Cuantificación del peso cerebral de ratones control y transgénico expresado en 
gramos. C, animales de 7 meses de edad diferenciando ente ambos sexos (ANOVA de dos vías; 
machos p= 0,000; hembras p= 0,025). D, animales de 15 meses de edad diferenciando por sexos 







3. El ratón GFAP/OE GSK3β sobreexpresa GSK3β en precursores 
neurales del giro dentado. 
 
Nuestro propósito es investigar el efecto que tiene la sobreexpresión de GSK3β 
sobre la neurogénesis adulta. Para ello, el siguiente paso fue comprobar que la expresión 
que habíamos visto en el hipocampo se estaba produciendo en nuestras células de 
interés. Realizamos doble inmunofluorescencia para detectar al mismo tiempo los 
precursores neurales mediante el anticuerpo GFAP y la presencia de la proteína 
reportera con β-Gal. Al analizar los resultados pudimos comprobar que aparecían 
células marcadas para ambos marcadores. Algunas de ellas aparecían en la SGZ, lugar 
esperado si se trata de precursores neurales (Figura 4A, flechas verdes). Además, 
aparecían otras células marcadas, que claramente estaban expresando el transgen, pero 
que estaban situadas en el hilus (Figura 4A, puntas de flechas blancas). Como el 
promotor que dirige la expresión de nuestro gen es GFAP, estas células localizadas 
fuera de la SZG son astrocitos. Esto nos indicaba que la expresión del transgen estaba 
siendo correctamente dirigida por el promotor GFAP.  
Comprobamos que verdaderamente los astrocitos estaban expresando el 
transgen, realizando cultivos celulares de astrocitos obtenidos a partir del ratón doble 
transgénico. Mediante western blot pudimos detectar la presencia de la proteína 
reportera β-Gal en extractos totales de astrocitos del ratón GFAP/OE GSK3β, mientras 
que no detectamos la proteína en astrocitos procedentes de ratones control (Figura 4B). 
A pesar que GFAP es expresado de forma característica por los precursores 
neurales, no podíamos utilizar este único marcador como criterio de validez. Como 
también es expresado por astrocitos maduros, sólo la colocalización de GFAP y β-Gal, 
no es suficiente para asegurar que lo que estamos observando son precursores neurales 
que sobreexpresan GSK3β. Podríamos valernos de otros criterios como la morfología y 
la localización, pero debido al marcaje filamentoso y la presencia de astrocitos por todo 


























Figura 4. Expresión del transgen en células GFAP+, precursores y astrocitos. A, doble 
inmunofluorescencia en secciones sagitales de animales GFAP/OE GSK-3β utilizando los 
anticuerpos GFAP y β-Gal. Los núcleos aparecen teñidos en azul utilizando DAPI. Las flechas 
verdes indican células positivas para ambos marcadores y situados en la SGZ, en principio 
precursores neurales. Las cabezas de flechas blancas indican células positivas para ambos 
marcadores y situados en el hilus, por lo que corresponderían con astrocitos. B, western blot 
utilizando el anticuerpo β-Gal en extractos de astrocitos en cultivo extraídos del ratón transgénico 
para la sobreexpresión de GSK3β. 
 
 
Para asegurarnos que los precursores neurales estaban sobreexpresando el 
transgen, realizamos doble inmunofluorescencia utilizando otros marcadores específicos 
de precursores neurales como la proteína BLBP junto a β-Gal. Pudimos comprobar la 
presencia de ambos marcajes en la misma célula, demostrando que nuestro ratón sí que 
estaba expresando el transgen en el subtipo celular de interés (Figura 5).  
Trabajos previos han demostrado la existencia de numerosas diferencias tanto 
anatómicas como funcionales entre las dos regiones del hipocampo, la parte dorsal y 
ventral (Moser and Moser 1998; Fanselow and Dong 2010). Por este motivo ambas 





ventral (Figura 5F-J). En ambas regiones pudimos detectar la expresión del transgen en 
los precursores neurales. Cortes trasversales en el eje z demuestran la colocalización de 



































Figura 5. Expresión del transgen en precursores neurales BLBP+ del giro dentado. Doble 
inmunofluorescencia utilizando los anticuerpos BLBP y β-Gal en cortes sagitales de animales 
GFAP/OE GSK-3β (A-J). El análisis se llevó a cabo tanto en la parte dorsal del GD (A-E) como en 
la ventral (F-J). También se muestra la mezcla de ambos canales junto a la tinción de núcleos con 
DAPI en azul (C, H). Las imágenes D, E, I y J, corresponden a la vista de los dos canales en cortes 
ortogonales marcados por las líneas blancas en C y H. 
Cuantificación de células positivas para ambos anticuerpos (BLBP y β-Gal) expresado en porcentaje, 
en la región dorsal (K) y también en la parte ventral (L). Cuantificación de células positivas para los 
anticuerpos DCX y β-Gal expresado en forma de porcentaje. El análisis se realizó en la región dorsal 
del GD (M) y en la ventral (N) por separado. 
 
 
En la mayoría de los ratones transgénicos no se consigue una expresión del 
100% del transgen. Por eso quisimos cuantificar qué porcentaje representaban las 
células positivas para BLBP que expresaban β-Gal. En la parte dorsal del GD, el 
porcentaje obtenido fue del 32,61% (Figura 5K). Un porcentaje similar fue obtenido en 
la parte ventral, con un 26,14% (Figura 5L). Para comprobar que la expresión del 
transgen estaba teniendo lugar en las células adecuadas, y que la expresión se apaga 
cuando el precursor madura, cuantificamos si había neuroblastos (DCX+) que seguían 
expresando β-Gal. Sólo un residual porcentaje de células alrededor del 3%, tanto en el 
GD dorsal como ventral, fueron positivas para ambos marcadores (Figura 5M, N). Esto 
corrobora que la expresión del transgen es correctamente dirigida por el promotor 
GFAP en los precursores neuronales. Cuando la nueva neurona generada toma un 
destino neuronal, apaga la expresión del transgen. Este 3% de células DCX+ que 
expresan β-Gal, se trataría de nuevas neuronas donde acaba de ocurrir la transición 
hacia un mayor grado de diferenciación y todavía perdura la proteína reportera debido, 
probablemente, a su larga vida media. 
 
Los precursores neurales tienen varios marcadores propios que los caracterizan. 
Además de mediante la utilización de BLBP, quisimos replicar este resultado con otro 
marcador y corroborar que los precursores neurales estaban expresando el transgen. 
Para ello se utilizó el marcador de progenitores Sox2. Utilizando este marcador 
obtuvimos el mismo resultado y observamos como los precursores neurales (Sox2+) 
también expresan β-Gal (Figura 6). Esta expresión tenía lugar tanto en la región dorsal 
(Figura 6A-E) como en la ventral del hipocampo (Figura 6F-J). La imagen de un corte 





(Figura 6D, E, I y J). Al igual que ocurría con el marcador BLBP, observamos que no 
todas las células Sox2 positivas expresan el transgen. Quisimos conocer cuál era el 
porcentaje de estas células en las que estaba teniendo lugar la sobreexpresión de 
GSK3β. La cuantificación en la región dorsal mostró que un 23% de las células Sox2 
positivas lo eran también para β-Gal (Figura 6K), mientras que en la región ventral el 
porcentaje fue del 9,5% (Figura 6L). Los resultados de la parte dorsal son bastantes 
similares a los obtenidos en con el marcador BLBP, mientras que en la parte ventral 
podemos observar que el porcentaje es algo menor. 
En base a estos resultados podemos afirmar que el ratón transgénico GFAP/OE 




























Figura 6. Expresión del transgen en precursores neurales Sox2+ del giro dentado. Doble 
inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo Sox2 y β-Gal en cortes sagitales de animales 
GFAP/OE GSK-3β (A-J). La presencia de ambos marcadores se corroboró tanto en la región dorsal 
del GD (A-E), como en la parte ventral (F-J). También se muestra la mezcla de ambos canales junto 
a la tinción de núcleos con DAPI en azul (C, H). La colocalización de ambos marcadores se muestra 
en las imágenes D, E, I y J, correspondientes a las vistas de los dos canales en cortes ortogonales 
marcados por las líneas blancas en C y H. 
Cuantificación de células positivas para ambos anticuerpos (Sox2 y β-Gal) expresado en porcentaje, 
en la región dorsal (K) y también en la parte ventral (L). 
 
 
4. El ratón GFAP/OE GSK3β presenta un incremento del volumen total 
del giro dentado del hipocampo y del número de neuronas granulares 
maduras. 
 
Una vez comprobada la correcta expresión del transgen, nos propusimos analizar 
si esta sobreexpresión se traducía en algún efecto sobre la morfología del GD. Como 
nuestro interés es analizar que efecto tiene GSK3β sobre la neurogénesis de la SGZ, 
nuestra primera aproximación fue medir el volumen total del GD para ver si podía estar 
produciéndose alguna alteración. Cuantificamos el volumen del GD en animales de 3,5 
meses de edad mediante el método de Cavallieri. El análisis se realizó en animales 
transgénicos y en sus controles correspondientes, tanto en la parte dorsal (Figura 7A, 
C) como en la ventral (Figura 7B, D). Tras la cuantificación, se observó un aumento 
significativo del tamaño del GD dorsal en el animal que sobreexpresa GSK3β con 
respecto al control (Wt= 0,34 ± 0,021; GFAP/OE GSK3β= 0,43 ± 0,011 mm3). Cabe 
destacar que no se encontraron diferencias en lo que se refiere la estructura ventral del 
GD entre ambos genotipos (Wt= 0,14 ± 0,016; GFAP/OE GSK3β= 0,12 ± 0,011 mm3) 
(Figura 7E). Este resultado no se explica por una expresión diferencial del transgen, ya 
que como hemos visto, éste se está expresando en ambas estructuras por igual. 
Posiblemente la explicación resida en las distintas propiedades funcionales y de 
conectividad de las estructuras dorsal y ventral del GD. En cualquier caso, la 
neurogénesis adulta parece ser menor en el GDv que en el GDd (Sirerol-Piquer, Gomez-



























Figura 7. Análisis del volumen del giro dentado. Tinción de Nissl en cortes sagitales de animales 
control (A, B) y ratones GFAP/OE GSK-3β (C, D). Las imágenes muestran una sección 
representativa del GD dorsal en ambos genotipos (A, C) y del GD ventral (B, D). En el panel 
inferior (E), se representa la cuantificación del volumen total del GD expresado en mm
3
. (ANOVA 
de dos vías; dorsal p= 0,000; ventral p= 1,00). ***p<0,001; n.s.= no significativo. 
 
 
Teniendo en cuenta el aumento de volumen del GD, nos propusimos profundizar 
un poco más en la caracterización de esta alteración. Para ello cuantificamos el número 
total de neuronas granulares maduras en el GD, tratando de determinar si esta era la 
causa del aumento de volumen observado. Se llevó a cabo un recuento del número de 
núcleos maduros marcados con DAPI en animales con 3,5 meses de edad en ambas 
estructuras del hipocampo, dorsal (Figura 8A, C) y ventral (Figura 8B, D). Del contaje 
se descartaron aquellos núcleos irregulares pertenecientes a neuronas inmaduras y los 
núcleos apoptóticos. De acuerdo con el resultado del volumen total del GD, el animal 





granulares maduras con respecto al animal control (Wt= 1.158.490,51 ± 84899,57; 
GFAP/OE GSK3β= 1.475.523,85 ± 81898,97 células). En esta ocasión, podemos de 
nuevo observar como los datos arrojan resultados significativos únicamente en la parte 
dorsal. Como ocurre con el volumen total, no observamos diferencias en lo referido a la 
parte ventral (Wt= 357.792,83 ± 46.699,89; GFAP/OE GSK3β= 332.056,97 ± 
31.167,63 células) (Figura 8E). 
Por tanto, los parámetros de volumen total y número de neuronas maduras 
totales muestran un aumento de ambos parámetros en el ratón que sobreexpresa GSK3β 





















Figura 8. Cuantificación del número de neuronas granulares maduras. Marcaje de los núcleos 
de las neuronas granulares utilizando el colorante fluorescente DAPI. A y B, corresponden  
imágenes representativas de secciones de un ratón control. C y D, corresponden a fotografías 
representativas de secciones de un ratón GFAP/OE GSK-3β. E, representación gráfica de la 
cuantificación de neuronas maduras totales llevada a cabo en ambos genotipos y en las regiones 






5. Aumento del número de precursores neurales  y neuroblastos en el 
ratón GFAP/OE GSK3β. 
 
Con los datos obtenidos hasta el momento, sabemos que los precursores neurales 
están sobreexpresando GSK3β. Para profundizar en los posibles efectos que la 
sobreexpresión de la quinasa tiene sobre los precursores, nos propusimos cuantificar si 
existía alguna alteración en el número de precursores presentes en ambos genotipos. 
Abordando la cuantificación mediante la técnica estereológica del disector 
físico, calculamos el número total de precursores presentes en ambos genotipos. Para 
ello se realizó un contaje del número total de células marcadas con BLBP en los grupos 
de animales con 3,5 meses de edad. Este recuento se realizó tanto en el GD dorsal 
(Figura 9A, B) como en la región ventral (Figura 9C, D). Tras el análisis se observó un 
incremento del número de precursores BLBP+, en el ratón GFAP/OE GSK3β 
comparado con el ratón control (Wt= 6.382,19 ± 1.650,01; GFAP/OE GSK3β= 
10.923,79 ± 736,86 células). Esté aumento únicamente se produce en la parte dorsal del 
GD mientras que no ocurre así en la parte ventral (Wt= 3.036,72 ± 297,89; GFAP/OE 
GSK3β= 3.666,73 ± 496,99 células) (Figura 9E). De nuevo, se cumple la falta de 
alteración en la parte ventral del GD, manteniéndose la concordancia con los resultados 
anteriores referentes al volumen del GD y el número de neuronas granulares maduras.  
Quisimos corroborar este resultado obtenido, utilizando otro marcador de 
precursores neurales como es Sox2. Siguiendo la misma metodología que la empleada 
con el marcador BLBP, cuantificamos el número total de células precursoras presentes 
en la SGZ en ambos genotipos. Los resultados obtenidos mostraron de nuevo una 
diferencia significativa en el número de progenitores neurales Sox2. El ratón 
transgénico para GSK3β, presenta un mayor número que el ratón control en la región 
dorsal del GD (Wt= 19.828,90 ± 2.592,96; GFAP/OE GSK3β= 27.164,65 ± 2.602,25 
células) (Figura 10A, B, E). Del mismo modo que ocurría con BLBP, no se observaron 
diferencias entre ambos genotipos en la región ventral del GD (Wt= 6.462,87 ± 




























Figura 9. Recuento del número total de precursores neurales (BLBP+). Inmunofluorescencia con el 
anticuerpo BLBP en secciones sagitales de animales control (A, C) y de animales GFAP/OE GSK-3β (B, 
D). La cuantificación se llevó a cabo en la zona dorsal del GD (A, B) y en la zona ventral (C, D). En la 
parte inferior se muestra la gráfica de la cuantificación expresada en número total de precursores BLBP+ 
(E). (ANOVA de dos vías; dorsal p= 0,004; ventral p= 1,00). **p<0,01; n.s.= no significativo. Las 
flechas blancas señalan células positivas para el marcador. 
 
 
El paso siguiente que quisimos abordar fue continuar con el estudio de las 
alteraciones del número de precursores debido a la sobreexpresión de GSK3β. Así nos 
propusimos caracterizar el siguiente tipo celular del proceso de neurogénesis, los 
neuroblastos. Para ello, cuantificamos el número de estas neuronas de nueva generación, 
de estadío de diferenciación posterior a las que expresan BLBP y cuyo marcador 


























Figura 10. Recuento del número total de precursores neurales (Sox2+). Inmunofluorescencia 
con el anticuerpo Sox2 en secciones sagitales de animales control (A, C) y de animales GFAP/OE 
GSK-3β (B, D). La cuantificación se llevó a cabo en la zona dorsal del GD (A, B) y en la zona 
ventral (C, D). En la parte inferior se muestra la gráfica de la cuantificación expresada en número 
total de precursores Sox2+ (E). (ANOVA de dos vías; dorsal p= 0,019; ventral p= 0,848). **p<0,01; 
n.s.= no significativo.  
 
 
Llevamos a cabo un recuento de células DCX+ totales en animales de 3,5 meses 
de edad, siguiendo la misma metodología que para el recuento de células BLBP+. Como 
en las cuantificaciones anteriores, el análisis lo realizamos tanto en el GD dorsal 
(Figura 11A, B) como en el ventral (Figura 11C, D). Cuando analizamos qué ocurría 
con esta población celular, pudimos observar de nuevo un aumento de estos 
neuroblastos en los ratones transgénicos en comparación con sus respectivos controles. 





± 1.688,73; GFAP/OE GSK3β= 18.707,04 ± 1535,44 células), mientras que no se 
observaron diferencias significativas en el número total de células DCX+ en la parte 

























Figura 11. Cuantificación del número total de neuroblastos (DCX+). Inmunofluorescencia 
utilizando el anticuerpo DCX en secciones sagitales de animales control (A, C) y de animales 
GFAP/OE GSK-3β (B, D). El análisis se realizó tanto en la zona dorsal del GD (A, B) como en la 
zona ventral (C, D). En la parte inferior se muestra la representación gráfica de la cuantificación 
expresada en número total de neuroblastos DCX+ (E). (ANOVA de dos vías; dorsal p= 0,000; 






6. El ratón GFAP/OE GSK3β  no presenta diferencias en cuanto a la 
tasa de proliferación celular. 
 
Con los datos analizados hasta el momento, habíamos comprobado el aumento 
en el número de precursores neurales que presenta el ratón GFAP/OE GSK3β con 
motivo de la sobreexpresión de GSK3β. Nos preguntamos si este aumento podía estar 
causado por una mayor proliferación de los precursores neurales. Se planteaba la 
posibilidad que con motivo de la expresión del transgen, el exceso GSK3β sobre las 
células madre neurales provocase una mayor división. Para profundizar en las causas 
que producen este aumento, el primer parámetro que quisimos analizar fue la tasa  de 
proliferación. Para ello cuantificamos la proliferación celular que estaba teniendo lugar 
en el ratón control (Figura 12A) y en el ratón transgénico (Figura 12B). Para este fin, 
utilizamos el marcador para la proteína histona H3 fosforilada (PHisH3) que marca 














Figura 12. Análisis de la proliferación de los precursores neurales. Inmunofluorescencia 
utilizando el marcador de división celular de la histona 3 fosforilada (PHisH3). A, imagen 
representativa de la tinción en secciones sagitales de ratón control. B, imagen representativa de del 
marcaje en el ratón GFAP/OE GSK-3β. C, Representación gráfica de la cuantificación realizada 
separando ambas regiones del GD y expresada como número total de células en división. (ANOVA 
de dos vías; dorsal p= 1,00; ventral p= 1,00). n.s.= no significativo. Las flechas blancas señalan las 






La cuantificación se realizó en animales de 2 grupos diferentes, uno de ellos con 
12 semanas de edad y el otro con 9 semanas de edad. El análisis se llevó a cabo tanto en 
el GD dorsal como ventral mediante la técnica del disector óptico. En esta ocasión, los 
resultados, tras el contaje del número total de células marcadas, mostraron que no había 
diferencias significativas en la tasa de proliferación entre ambos genotipos, ni en la 
región dorsal del GD (Wt= 206,8 ± 15,66; GFAP/OE GSK3β= 200,89 ± 13,35 células), 
ni tampoco en la zona ventral (Wt= 39,2 ± 7,34; GFAP/OE GSK3β= 28,63 ± 4,71 
células) (Figura 12C). 
 
 
7. El ratón GFAP/OE GSK3β no presenta diferencias en supervivencia 
de las nuevas neuronas generadas. 
 
En vistas del resultado que mostraba la ausencia de cambios en la división de los 
precursores, nos planteamos otra posibilidad como causante del aumento en el número 
de precursores neuronales. Así, es posible que se estuviese produciendo una mayor 
supervivencia de las nuevas neuronas que se están generando, resultando en el aumento 
del número de progenitores que observamos. Para tratar de responder esta pregunta, 
llevamos a cabo experimentos de seguimiento en el tiempo o time course utilizando 
marcaje con análogos de timidina. Estos análogos se incorporan al DNA de nueva 
síntesis cuando el precursor neuronal se está dividiendo, siendo capaces de detectarlos 
mediante técnicas de inmunofluorescencia.  
Los diferentes grupos tratados, se sacrificaron a distintos tiempos. Así pudimos 
cuantificar las neuronas marcadas que todavía quedan presentes y que se produjeron en 
el momento de la inyección con los análogos. Empleando esta aproximación, podemos 
cuantificar si hay diferencias en el número de neuronas supervivientes en un 
determinado punto temporal entre ambos genotipos. 
Llevamos a cabo el análisis de distintos puntos temporales, como son 24 horas 
(grupos de animales 1 y 2), 1 semana (grupo de animales 1) y 4 semanas post-inyección 
(grupo de animales 2). Cuantificamos el número de neuronas marcadas presentes 
utilizando la metodología del disector óptico. 





Transcurridos 6 días los mismos animales fueron inyectados, pero esta vez con CldU. A 
las 24 horas de la inyección de CldU (7 días tras la inyección de IdU), los animales 
fueron sacrificados. Lo mismo con el grupo de 4 semanas. Los animales fueron 
inyectados con IdU y un día antes de cumplirse las 4 semanas, fueron inyectados con 
CldU. 24 horas post inyección de CldU y 4 semanas post inyección de IdU, los animales 
fueron sacrificados. 
En primer lugar se cuantificó la supervivencia a 24 horas. Para ello contamos el 
número de neuronas marcadas con CldU que se generaron 24 horas antes (Figura 13A, 
B). Mediante la técnica del disector óptico se calculó el número de neuronas totales 
supervivientes tras 24 horas teniendo en cuenta, al realizar el análisis, las diferentes 
regiones del GD. Los resultados obtenidos mostraron que no había diferencias 
significativas entre ambos genotipos ni en la parte dorsal (Wt= 889 ± 88,81; GFAP/OE 
GSK3β= 962,29 ± 146,91 células) ni tampoco en la ventral (Wt= 156 ± 34,51; 
GFAP/OE GSK3β= 128 ± 34,17 células) (Figura 13E). 
A continuación, cuantificamos el número de neuronas marcadas tras una semana 
de haber sido inyectados con IdU (Figura 13C, D). Utilizando la misma metodología 
obtuvimos el número total de neuronas supervivientes con una semana de edad en cada 
una de las regiones del GD. De nuevo, en este punto temporal tampoco se encontraron 
diferencias significativas entre los dos genotipos, ni en la parte dorsal (Wt= 353,45 ± 
73,31; GFAP/OE GSK3β= 232,67 ± 70,62 células) ni en la parte ventral (Wt= 34,18 ± 
9,35; GFAP/OE GSK3β= 19,33 ± 7,78 células), en cuanto a la superviviencia de las 
neuronas de nueva generación tras una semana (Figura 13F). 
Por último, analizamos si encontrábamos diferencias en supervivencia a tiempos 
más largos. Para ello, utilizamos el grupo inyectado con IdU que habíamos tratado 4 
semanas antes de sacrificarlo. Como en los casos anteriores, se contabilizó el número 
total de neuronas marcadas presentes en cada una de las regiones del GD, utilizando la 
misma metodología del disector óptico. Cuando contamos el número de neuronas 
marcadas que encontrábamos pasado un mes, no observamos diferencias significativas 
entre el ratón que sobreexpresa GSK3β, en comparación con el ratón control, en 
ninguna de las dos zonas, la dorsal (Wt= 215 ± 31,66; GFAP/OE GSK3β= 265,14 ± 











































Figura 13. Estudio de la supervivencia de las nuevas neuronas generadas. 
Inmunofluorescencia contra análogos de timidina inyectados a distintos tiempos. A y B, imágenes 
representativas de células marcadas con el análogo CldU 24 horas antes del sacrificio (grupos 1 y 2)  
en ratones control (A) y transgénico (B). C y D, fotografías en secciones sagitales mostrando la 
detección del análogo IdU inyectado una semana antes del día de sacrificio de los animales (grupo 
1), en ratones control (C) y GFAP/OE GSK-3β (D). E, cuantificación de la supervivencia de 
neuronas totales con 24 horas de edad (grupos 1 y 2). (ANOVA de dos vías; dorsal p= 1,00; ventral 
p= 1,00). F, gráfico de la cuantificación de la supervivencia del total de neuronas con 1 semana de 
edad (grupo 1). (ANOVA de dos vías; dorsal p= 0,619; ventral p= 1,00). G, representación gráfica 
de la cuantificación de la supervivencia de las nuevas neuronas generadas con 4 semanas de edad 
(grupo 2) expresado como total de neuronas supervivientes. (ANOVA de dos vías; dorsal p= 1,00; 
ventral p= 1,00). n.s.= no significativo. Las flechas blancas señalan células que incorporaron el 
análogo de timidina en el momento de su generación. 
 
 
A la vista de estos experimentos de time course, donde se ha investigado la 
supervivencia a diferentes tiempos, nuestro ratón transgénico no parece presentar 
ninguna alteración en el parámetro de supervivencia. Las neuronas que se están 
generando fruto de la neurogénesis adulta, no presentan una supervivencia diferencial, a 




8. El ratón GFAP/OE GSK3β no presenta diferencias en la maduración 
de las células con 4 semanas de edad. 
 
Tras comprobar que no había diferencias en la supervivencia celular, quisimos 
profundizar más en cómo eran estas neuronas de nueva generación de 4 semanas de 
edad. Así, analizamos la expresión de otros marcadores de diversas fases de 
maduración. Para ello, cuantificamos el porcentaje de células de 4 semanas, que 
expresaban el marcador de neuroblastos doblecortina (DCX), así como un marcador de 
neurona más madura y ya postmitótica como es la calbindina.  
El análisis se realizó estudiando la coexpresión de estos marcadores con los 
análogos de timidina  y empleando microscopia confocal, cuantificando el porcentaje de 
células positivas para la combinación de estos marcadores.  
Comenzando con la ausencia de coexpresión, los resultados no mostraron 





con IdU y que no expresaban ni DCX, ni Calbindina (Wt= 26,02%; GFAP/OE GSK3β= 
28,07%) (Figura 14A).  
Continuando con la coexpresión de IdU y DCX, los recuentos de células 
mostraron que tampoco existía una variación en el porcentaje de células de 4 semanas  
que expresaban DCX (Wt= 28,46%; GFAP/OE GSK3β= 20,18%) (Figura 14B). El 
mismo proceso se llevó a cabo para contabilizar la colocaliación de los marcadores IdU 
y Calbindina. Como en el caso anterior, los resultados no mostraron diferencias 
significativas en los porcentajes de células que coexpresan los dos marcadores entre 
ambos genotipos (Wt= 42,28%; GFAP/OE GSK3β= 36,84%) (Figura 14C). Esto nos 
estaría indicando que la proporción de nuevas neuronas con 4 semanas de edad que 
están expresando un determinado tipo de marcador se conserva invariable a pesar de la 

























Figura 14. Estudio de la maduración de las neuronas con 4 semanas de edad. A, gráfico de la 
cuantificación del número de neuronas IdU positivas que no coexpresaban DCX o Calbindina, 
expresado como porcentaje (Chi-cuadrado de Pearson, χ
2
 p= 0,771). B, representación gráfica del 
contaje de neuronas que coexpresaban al mismo tiempo IdU y DCX (Chi-cuadrado de Pearson, χ
2
 p= 
0,173). C, gráfico de la cuantificación del número de neuronas que coexpresaban IdU y Calbindina 
(Chi-cuadrado de Pearson, χ
2
 p= 0,427). Triple inmunofluorescencia con los anticuerpos IdU (D), 
Calbindina (E) y DCX (F) en secciones sagitales de ratones inyectados con el análogo de timidina 
IdU 4 semanas antes del sacrificio. G, mezcla de los tres canales mostrados en D, E y F con tinción 
de núcleos con DAPI en azul. H, representación gráfica de la cuantificación de neuronas de 4 
semanas que coexpresaban DCX y Calbindina (Chi-cuadrado de Pearson, χ
2
 p= 0,002). **p<0,01; 
n.s.= no significativo. Las flechas blancas señalan células positivas para los 3 marcadores. 
 
 
Para finalizar, analizamos la proporción de estas neuronas de 4 semanas de edad, 
que estaban expresando simultáneamente, tanto DCX como Calbindina (Figura 14D-
G). Siguiendo la misma metodología, se cuantificó las células triplemente marcadas. En 
esta ocasión, los resultados sí que arrojaban diferencias significativas entre ambos 
genotipos (Wt= 3,25%; GFAP/OE GSK3β= 14,91%). Observamos que el animal 
transgénico GFAP/OE GSK3β en comparación con el ratón control, presenta una mayor 




9. El ratón GFAP/OE GSK3β  no muestra diferencias en la reentrada en 
el ciclo celular de los precursores neuronales con motivo de la 
sobreexpresión de GSK3β. 
 
Tras estudiar qué estaba ocurriendo en la tasa de proliferación celular y en la 
supervivencia celular de las nuevas neuronas producidas, comprobamos que no había  
alteraciones en nuestro ratón transgénico con respecto al control. Por ello, nos 
propusimos estudiar cómo se estaban dividiendo los precursores neuronales. De esta 
forma, no estaríamos observando únicamente un punto fijo en el tiempo, como es la 
proliferación marcada con PHisH3. El objetivo era analizar si la sobreexpresión de 
GSK3β estaba produciendo diferencias en la reentrada en el ciclo de división en los 
precursores neuronales.  





inyectando uno de ellos (IdU) y a las 12 horas el otro (CldU) (grupo de animales 3). 
Transcurridas dos horas desde la inyección de la CldU los animales fueron sacrificados. 
Con este protocolo y aprovechando la detección diferencial de ambos análogos, somos 
capaces de ver qué precursores se estaban dividiendo tras la primera inyección de 
análogos y cuales tras la segunda (Figura 15A, B). De este modo, también podremos 
determinar el porcentaje de precursores que se dividieron en ambas rondas de marcaje, 
pues estarán doblemente marcados con los anticuerpos contra ambos análogos. 
Se llevó a cabo la cuantificación, utilizando un microscopio confocal y contando 
un número suficiente (mínimo 1000 células) por genotipo. El porcentaje de precursores 
doblemente marcados y, por tanto, que se han dividido al menos dos veces con 12 horas 
de diferencia, no difería de manera significativa entre ambos genotipos (Wt= 13,22%; 

















Figura 15. Estudio de la reentrada en ciclo de división celular de los precursores neurales. A 
y B, doble inmunofluorescencia detectando los dos análogos de timidina inyectados a distintos 
tiempos (grupo 3) en ratones control (A) y en ratones GFAP/OE GSK-3β (B), con los núcleos 
marcados en azul con DAPI. C, cuantificación del recuento del número de células que coexpresan 
los análogos IdU y CldU, expresado como porcentaje (Chi-cuadrado de Pearson, χ
2
 p= 0,488). n.s.= 







Intentando profundizar un poco más y de forma similar a la realizada en células 
de 4 semanas de edad, realizamos dobles inmunofluorescencias utilizando marcadores 
de las distintas fases del proceso neurogénico. Empleando microscopia confocal y 
siguiendo la misma metodología que hasta ahora, cuantificamos el porcentaje de células 
que coexpresaban IdU y DCX (Figura 16A-F). Los resultados obtenidos muestran 
diferencias significativas, con un mayor porcentaje de células IdU+ (con 14 horas de 
edad), que también expresan DCX en los animales controles comparado con el ratón 




















Figura 16. Estudio de la expresión de marcadores en neuronas de 12 horas de edad. Doble 
inmunofluorescencia en secciones sagitales de animales control (A-C) y de animales transgénicos 
(D-F), frente al análogo de timidina IdU y el marcador DCX. C y F, mezcla de los canales de ambos 
anticuerpos, con los núcleos teñidos por DAPI en azul. G, cuantificación del número de células 
marcadas con IdU que coexpresan el marcador DCX, expresado en porcentaje (Chi-cuadrado de 
Pearson, χ
2







10. En el ratón GFAP/OE GSK3β aparece la tendencia a una mayor 
muerte neuronal. 
 
Un parámetro bien conocido en el proceso de neurogénesis adulta es la muerte 
de un elevado porcentaje de las nuevas neuronas producidas, las cuáles no alcanzarán el 
estadio de neuronas madura. Nos propusimos, por tanto, cuantificar en el ratón 
transgénico de sobreexpresión de GSK3β y en el ratón control si había alguna diferencia 
en la tasa de muerte celular en el GD. Hasta el momento, habíamos observado un 
aumento en las células BLBP+ y DCX+, pero no pudimos detectar ninguna variación en 
la supervivencia de las células de nueva generación que quedaban tras un mes de haber 
sido marcadas. Con estos datos, la hipótesis que nos planteamos fue si aunque hubiese 
mayor número de progenitores, éstos podrían morir en una mayor proporción que lo 
hacen en el ratón control. 
Utilizamos los ratones del grupo de animales 3, y realizamos 
inmunofluorescencia con el anticuerpo fractina (Figura 17A-F). Este es un marcador de 
apoptosis que aparece por la proteólisis de la actina cuando se está produciendo el 



































Figura 17. Análisis de la muerte celular en la SGZ en el ratón GFAP/OE GSK-3β. A-F, 
inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo contra fractina (A, D) en cortes sagitales de ratones 
control (A-C) y transgénico (D-F). Los núcleos de las neuronas granulares  aparecen teñidos en azul 
utilizando DAPI (B, E). Los paneles C y F muestran la mezcla de ambos canales. G, representación 
gráfica de la cuantificación del número total de células fractina positivas presentes en ambos 
genotipos. (t- Student p= 0,052). Las flechas blancas muestran células fractina positivas. 
 
 
Mediante la técnica de disector óptico, cuantificamos el número de células 
fractina+ presentes en el GD en ambos genotipos. Se contabilizaron las células 
marcadas dentro de la SGZ, para intentar excluir del contaje la muerte de neuronas 
maduras. Tras el análisis de los resultados se pudo ver una tendencia, al borde de la 
significatividad, de un mayor número de células fractina+ o lo que es lo mismo una 
tendencia mayor de muerte neuronal en el ratón  GFAP/OE GSK3β comparado con el 
control (Wt= 148 ± 7,57; GFAP/OE GSK3β= 181,6 ± 19,08 células) (Figura 17G).  
 
Para profundizar un poco más, quisimos ver cuál era el tipo celular que estaba 
sufriendo dicho proceso apoptótico. Para ello realizamos dobles inmunofluorescencias 
utilizando el anticuerpos de fractina junto a DCX para marcar neuroblastos (Figura 
18A-D) o con el análogo de timidina IdU inyectado 14 horas antes (Figura 18E-H). En 
la mayoría de células fractina positivas no se aprecia colocalización con estos 
marcadores, pues su estado de muerte es muy avanzado. Sin embargo, en algunas de las 






























Figura 18. Estudio de la muerte de progenitores tempranos y neuroblastos. Doble 
inmunofluorescencia en cortes sagitales de ratón GFAP/OE GSK-3β. Los anticuerpos utilizados han 
sido fractina (A y E), DCX (B) e IdU (F). Los núcleos aparecen marcados con DAPI en los paneles 
C y G. Los paneles D y E muestran la mezcla de los tres canales anteriores. Las flechas blancas 
gruesas muestran las células que coexpresan ambos marcajes. Las flechas blancas finas señalan 





11. El ratón GFAP/OE GSK3β no presenta alteración en la enzima 
sintetizadora de glucógeno ni en las cantidades de éste en el cerebro.  
 
GSK3β es una enzima esencial en el metabolismo del glucógeno y son los 
astrocitos en los que reside el glucógeno dentro del cerebro. Como hemos señalado 
anteriormente, la expresión del transgen tiene lugar también en astrocitos por lo que 
quisimos profundizar, si el metabolismo del glucógeno podría estar alterado en el ratón 
transgénico con motivo de la expresión del transgen.  
Analizamos mediante western blot, en extractos de hipocampo de ratones 
transgénicos y control, si había variaciones en la enzima encargada de sintetizar el 
glucógeno, la glucógeno sintasa (Figura 19A). Se analizó tanto la forma total de la 
enzima como la forma inhibida de la misma, cuando está fosforilada. Como control de 
los animales transgénicos se muestra la expresión de β-Gal en ellos y como control de 
carga se utilizó la detección de la proteína actina. Los resultados mostraron que no había 
diferencia en el ratio normalizado de la forma fosforilada frente a la cantidad total de 
glucógeno sintasa (Figura 19B). 
Otro experimento que llevamos a cabo, fue analizar si había alteraciones en las 
cantidades de glucógeno presentes en el cerebro de los ratones que sobreexpresan 
GSK3β en comparación con los controles. Quisimos comprobar si el exceso de 
actividad de GSK3β en astrocitos podría estar alterando las reservas energéticas 
cerebrales. Para ello determinamos tanto la glucosa en forma libre, como la glucosa 
total tras la hidrólisis del glucógeno presente. Los resultados mostraron que no había 
diferencias en las cantidades de glucosa, ni libre ni total, entre ambos genotipos (Figura 
19C). A la vista de los resultados obtenidos, la expresión del transgen en células 





























Figura 19. Efectos de la expresión del transgen sobre el metabolismo de la glucosa. A, B, 
western blot en extractos de hipocampo de animales transgénicos y controles utilizando los 
anticuerpos β-Gal, glucógeno sintasa y  glucógeno sitasa en su forma inactiva por estar fosforilada. 
Como control de carga se ha utilizado actina. C, representación gráfica de la cuantificación de los 
niveles relativos de la forma fosforilada y total de la glucógeno sintasa normalizados por su 
correspondiente control de carga. Los resultados se expresan como porcentaje de variación con 
respecto al control. (U de Mann-Whitney p= 0,73). D, cuantificación de la cantidad de glucosa total 
presente en el cerebro, determinada a partir de cortezas cerebrales de ratones transgénicos y control 
de 5 meses de edad. El resultado se expresa en μmoles de glucosa/ gramo de tejido. (U de Mann-














12. El ratón GFAP/OE GSK3β presenta mayor abundancia de microglía 
en el GD. 
 
Otro aspecto importante, por el papel que puede desempeñar sobre la 
neurogénesis, es el estado de la gliosis. La microglía, es un componente importante 
cuya actividad influye en el correcto funcionamiento del hipocampo. Se ha visto que se 
puede activar por un proceso inflamatorio (Ekdahl, Claasen et al. 2003; Monje, Toda et 
al. 2003; Butovsky, Ziv et al. 2006) o cuando se estimula la neurogénesis mediante un 
protocolo de enriquecimiento ambiental (Ziv, Ron et al. 2006). Son varios los trabajos 
que apoyarían que esta activación juega un papel crucial en el proceso de neurogénesis 
adulta, pudiendo afectarla de manera tanto favorable como  deletérea (Ekdahl, Claasen 
et al. 2003).  
Estudios previos de nuestro laboratorio ya han demostrado que la sobreexpresión 
de GSK3β en neuronas produce un incremento y activación de la microglía, debido al 
desencadenamiento de un proceso inflamatorio (Lucas, Hernandez et al. 2001; Engel, 
Hernandez et al. 2006; Sirerol-Piquer, Gomez-Ramos et al. 2011). Por todo esto, nos 
propusimos investigar el estado en que se encontraba la microglía en el ratón 
transgénico GFAP/OE GSK3β. En este ratón, la sobreexpresión del transgen también 
puede estar produciendo un ambiente fisiológico alterado que podría estar conduciendo 
a la activación microglial. 
Para cuantificar si existía alguna variación cuantitativa en la microglía, 
realizamos inmunofluorescencia contra el anticuerpo específico de microglía Iba-1 
(Figura 20A-D). Mediante disector físico cuantificamos el número total de células 
microgliales presentes dentro del GD en cada uno de los genotipos. Este contaje nos 
indicó, que existen diferencias significativas en la cantidad de este tipo celular entre los 
dos genotipos. En este caso, el ratón transgénico para GSK3β presenta mayor número 
de microglía dentro de su GD comparado con un ratón control. De nuevo en este 
contaje, diseccionamos la cuantificación para ambas estructuras dentro del GD. Como 
ocurría para los parámetros del volumen de GD, número de maduras o número de 
precursores, podemos apreciar una diferencia significativa dentro del GD dorsal (Wt= 
7624,75 ± 338,01; GFAP/OE GSK3β= 9130,58 ± 283,12 células), mientras que no 
































Figura 20. Estudio cuantitativo de microglía presente en el GD. Inmunofluorescencia en cortes 
sagitales utilizando el anticuerpo específico de microglía IBA-1, en cortes de ratones control y 
transgénicos para la sobreexpresión de GSK-3β respectivamente. Los núcleos aparecen teñidos en 
azul con DAPI. El análisis se realizó tanto en la zona dorsal del GD (A, B) como en la zona ventral 
(C, D). En la parte inferior se muestra la representación gráfica de la cuantificación expresada como 
número total de células microgliales (E). (ANOVA de dos vías; dorsal p= 0,011; ventral p= 0,064). 





13. El  perfil de citoquinas secretadas se encuentra alterado en el ratón 
GFAP/OE GSK3β. 
 
13.1. Array de citoquinas 
 
Los resultados anteriores nos mostraban las diferencias cuantitativas existentes 
al estudiar la microglía. Las células microgliales se caracterizan por sus propiedades 
fagocíticas, tras ser activadas cuando existe un daño dentro del SNC. Además, también 
son capaces de secretar diferentes mediadores y quimioatrayentes que modulan el 
ambiente de la región dañada. Estas sustancias liberadas por la microglía, a su vez, 
reclutarán y harán migrar a la zona dañada otras células como los linfocitos que 
participarán en este proceso inflamatorio. Estas células del sistema inmune llevan a 
cabo la reacción inflamatoria en la cual se liberan numerosos mediadores pro- y anti-
inflamatorios, citoquinas y especies reactivas de oxígeno. Esta respuesta inflamatoria 
multifactorial afectará a la neurogénesis adulta, tanto de forma favorable como adversa 
(Das and Basu 2008; Miller, Rostene et al. 2008; Whitney, Eidem et al. 2009). 
Nos propusimos realizar un estudio para analizar cómo se encontraban los 
niveles de citoquinas en el ratón GFAP/OE GSK3β. Para ello, utilizamos un array 
comercial que recogía una amplia batería de estas citoquinas junto a algunos factores de 
crecimiento y transductores de vías de señalización, muchas de los cuales son 
producidas y secretadas en la reacción desencadenada por la activación microglíal. De 
este modo, pudimos analizar si existía algún tipo de variación en los niveles de las 


































Figura 21. Array de cuantificación de citoquinas. A, membrana para la detección de citoquinas 
testada con extractos proteicos totales de hipocampos de ratones control. B. membrana para realizar 
la misma detección en paralelo con ratones GFAP/OE GSK-3β. Los recuadros de colores 
corresponden a los puntos de detección por duplicado de los niveles citoquinas en las que se 
encontraron diferencias significativas entre ambos genotipos. C, representación gráfica de la 
cuantificación de las citoquinas que mostraban variaciones significativas de sus niveles. La 
cuantificación se expresa en porcentaje y los colores corresponden a los recuadros coloreados en A y 
B. (t- Student; Axl p= 0,023; CD40 p= 0,041; CXCL16 p= 0,008; Eotaxina-2 p= 0,016; IL1β p= 
0,038; IL3Rb p= 0,042; IL4 p= 0,007; IL12-p70 p= 0,048; L-selectina p= 0,027; linfotactina p= 
0,012; MCP1 p= 0,003; SCF p= 0,022; TNFα p= 0,005). En el último panel (D) se representa la 
cuantificación de las citoquinas que mostraron tendencia a la diferencia, pero no eran significativas, 
expresado en porcentaje. (t- Student).*p<0,05; **p<0,01. 
 
 
El experimento se realizó utilizando el hipocampo de animales de 5 meses de 
edad. Del total de 62 citoquinas que se analizan en el array, encontramos diferencias 





± 0,65; GFAP/OE GSK3β= 130,39% ± 1,88), el miembro de la superfamilia de 
receptores TNF CD40 (Wt= 100% ± 0,97; GFAP/OE GSK3β= 86,02% ± 1,83), la 
quimioquina ligando 16 (CXCl6) (Wt= 100% ± 3,06; GFAP/OE GSK3β= 50,41% ± 
2,15), la eotaxina-2 (Wt= 100% ± 2,7; GFAP/OE GSK3β= 170,57% ± 5,04), la 
interleuquina 1β (IL1β) (Wt= 100% ± 4,11; GFAP/OE GSK3β= 67,70% ± 4,81), el 
receptor de interleuquina 3 (IL3Rb) (Wt= 100% ± 4,95; GFAP/OE GSK3β= 53,27% ± 
1,86), la interleuquina 4 (IL4) (Wt= 100% ± 1,25; GFAP/OE GSK3β= 217,65% ± 3,21), 
la interleuquina12 (IL12-p70) (Wt= 100% ± 1,6; GFAP/OE GSK3β= 90,57% ± 1,31), la 
molécula de adhesión celular de linfocitos L-selectina (Wt= 100% ± 2,37; GFAP/OE 
GSK3β= 54,59% ± 0,48), la quimioquina linfotactina (también llamada XCL1) (Wt= 
100% ± 6,08; GFAP/OE GSK3β= 191,64% ± 3,59), la proteína quimioatrayente de 
monocitos 1 (MCP1) (Wt= 100% ± 1,2; GFAP/OE GSK3β= 134,77% ± 1,44), el factor 
de célula madre (SCF) (Wt= 100% ± 0,93; GFAP/OE GSK3β= 75,79% ± 1,93) y el 
factor de necrosis tumoral α (TNFα) (Wt= 100% ± 1,36; GFAP/OE GSK3β= 72,32% ± 
1) (Figura 21C). Por el contrario, otras citoquinas que sin ser estadísticamente 
significativas mostraban una tendencia en sus diferencias fueron: la eotaxina (Wt= 
100% ± 2,17; GFAP/OE GSK3β= 58,35% ± 5,63), la interleuquina 2 (IL2) (Wt= 100% 
± 7,62; GFAP/OE GSK3β= 61,83% ± 4,67), la interleuquina 3 (IL3) (Wt= 100% ± 4,49; 
GFAP/OE GSK3β= 56,11% ± 0,89), el factor derivado de células estromales 1 (SDF-
1α, también conocido como CXCL12) (Wt= 100% ± 9,99; GFAP/OE GSK3β= 
151,25% ± 7,98) y la molécula de adhesión celular de células endoteliales P-selectina 
(Wt= 100% ± 2,82; GFAP/OE GSK3β= 81,01% ± 3,84) (Figura 21D). 
 
13.2. Validación del array por PCR cuantitativa (qRT-PCR) 
 
Tras realizar el array de citoquinas y obtener algunas diferencias significativas, 
nos propusimos validar estos resultados mediante otra técnica. Quisimos comprobar si 
estas variaciones obtenidas también se mantenían a nivel de expresión, a nivel de RNA 
mensajero (mRNA). Para ello, escogimos algunas de las citoquinas y validamos los 
resultados mediante qRT-PCR. Seleccionamos algunas de las que mostraban 
variaciones significativas y que eran de nuestro interés, junto a otras en las que no había 





fractalkina, VEGF, BDNF, IL1β, IL3, IL4, IL10, TNFα y CXCL16 (Figura 22).  
Analizando los resultados de los niveles de expresión, comprobamos que 
fractalkina y VEGF no eran significativas en el array y tampoco lo fueron esta vez por 
qRT-PCR (fractalkina; Wt= 100% ± 6,91; GFAP/OE GSK3β= 105,86% ± 7,99), 
(VEGF; Wt= 100% ± 3,64; GFAP/OE GSK3β= 103,87% ± 5,46). Otro factor trófico 
que analizamos fue BDNF, por su papel e implicación en neurogénesis, pero tampoco se 
detectaron diferencias significativas (Wt= 100% ± 11,83; GFAP/OE GSK3β= 114,60% 
± 9,28). En  cuanto a IL3, en el array  de proteínas no se obtuvieron diferencias 
significativas, pero había cierta tendencia, sin embargo por qRT-PCR no se observaron 
variaciones (Wt= 100% ± 17,10; GFAP/OE GSK3β= 150,88% ± 60,03). IL1β en el 
array sí que presentaba variaciones significativas, pero en la qRT-PCR sólo mostraba 
uan tendencia a aumentar (Wt= 100% ± 39,43; GFAP/OE GSK3β= 512,06% ± 109,13). 
Lo mismo ocurre con CXCL16, donde la variación de los niveles de mRNA sólo 
muestran una tendencia (Wt= 100% ± 9,85; GFAP/OE GSK3β= 73,91% ± 11,56). 
Finalmente, el resultado positivo que se reprodujo por ambas técnicas fue para TNFα. 
En ambos casos, con el array y por qRT-PCR se confirmó su variación significativa, 
observándose un descenso de los niveles de esta citoquina en el animal transgénico para 
la sobreexpresión de GSK3β (Wt= 100% ± 10,73; GFAP/OE GSK3β= 66,39% ± 
15,17). Para todos los casos de interleuquinas se vió que los niveles de expresión eran 
muy bajos, llegando incluso la IL4 e IL10 a que no fuese posible su detección mediante 








Figura 22. Validación mediante qRT-PCR de algunas citoquinas que mostraron diferencias 
significativas en el array. La figura muestra la representación gráfica de la cuantificación de los 
resultados obtenidos por qRT-PCR normalizados por los valores del gen control 18S y expresados en 
porcentaje. (t- Student; Fractalkina p= 0,546; VEGF p= 0,57; BDNF p= 0,354) (U de Mann-






14. El ratón GFAP/OE GSK3β presenta niveles elevados de inhibidores 
de la vía Wnt, que regulan la neurogénesis adulta. 
 
Entre las múltiples vías de señalización que están implicadas en la regulación de 
la neurogénesis hipocampal adulta, Wnt es una de ellas (Lie, Colamarino et al. 2005; 
Varela-Nallar and Inestrosa 2013). Es un importante factor inductor de la especificación 
neuronal (Munoz-Sanjuan and Brivanlou 2002; Muroyama, Fujihara et al. 2002). Se ha 
visto que Wnt3a es necesario para el correcto desarrollo del hipocampo controlando la 
expansión de los precursores neurales (Lee SM, Tole S 2000b Development). La vía de 
Wnt juega un importante papel ya no sólo en las células madre neurales, sino en la 
biología de las células madre en general, favoreciendo su autorrenovación y 
manteniendo su estado indiferenciado (Miki, Yasuda et al. 2011; ten Berge, Kurek et al. 
2011). 
 La aparición de dos artículos en el mismo número de la revista Cell Stem Cell, 
que trataban sobre dos moléculas inhibidoras del complejo wnt (Jang, Bonaguidi et al. 
2013; Seib, Corsini et al. 2013), nos hizo preguntarnos como se encontrarían estas 
moléculas en nuestro ratón transgénico. Se tratan de Dickkopf 1 (Dkk1) y secreted 
frizzled-related protein 3 (sFRP3). Ambas son inhibidoras del complejo que forman 
Wnt y Frizzled, complejo que promueve la transcripción de determinados genes, 
favoreciendo la neurogénesis adulta. Dkk1 aumenta con la edad, lo cual explicaría el 
descenso de neurogénesis en la vejez. Mayores niveles de Dkk1, inhibirían la función 
neurogénica que tienen el complejo Wnt-Frizzled. Por otro lado, sFRP3 se produce en 
menor medida por estímulos como el ejercicio físico o el shock eléctrico. Ya que se 
trata de un inhibidor, la bajada de sus niveles, favorecerá que tenga lugar la 
neurogénesis promovida por el complejo Wnt-Frizzled. Esta sería una explicación del 
aumento de neurogénesis observado, por ejemplo, con el ejercicio físico (Figura 23A). 
 
En base a estos datos, nos propusimos analizar los niveles de expresión de estas 
dos proteínas inhibidoras en el ratón transgénico GFAP/OE GSK3β. Utilizamos las 
mismas muestras de ratones de 5 meses de edad que habíamos utilizado para validar el 
resultado de las citoquinas. En ellas medimos los niveles de mRNA de estas dos 





proteínas, se producia un incremento significativo de los niveles del ratón transgénico 
frente al ratón control (Dkk1; Wt= 100% ± 20,56; GFAP/OE GSK3β= 313,98% ± 
38,77), (sFRP3; Wt= 100% ± 3,91; GFAP/OE GSK3β= 132,41% ± 6,51) (Figura 23B). 
Una posible hipótesis para entender estos resultados, es que en el ratón 
transgénico se estuviera dando un proceso de compensación para regular y disminuir el 























Figura 23. Cuantificación mediante qRT-PCR de inhibidores de la vía Wnt que regulan la 
neurogénesis. A, figura esquemática de la acción de ambos inhibidores sobre el complejo Wnt-
Frizzled que llevan a la regulación de la neurogénesis adulta. (Modificado de Wu MV. et. al. Cell 
stem cell 2013). B, gráfico de la cuantificación de los niveles de expresión de ambos inhibidores 
mediante qRT-PCR normalizados por los valores del gen control 18S y expresados en porcentaje. (U 






15. El ratón GFAP/OE GSK3β presenta alteraciones comportamentales.  
 
Tras todo el estudio llevado a cabo hasta el momento en la caracterización del 
ratón transgénico GFAP/OE GSK3β, nos preguntamos si las diferencias que habíamos 
detectado en los parámetros analizados se traducirían en una alteración del 
comportamiento. Para ello, sometimos a ratones de 3,5 meses de edad de ambos 
genotipos a diversos test de comportamiento para evaluar diferentes parámetros. 
En primer lugar analizamos el comportamiento de los ratones en el test de 
campo abierto de locomoción general. Éste evalúa de forma amplia el estado de los 
ratones referente a parámetros de exploración, tipos de movimiento, velocidades, etc. El 
análisis de los datos  mostró diferencias entre ambos genotipos en variables como la 
distancia ambulatoria total (Wt= 100% ± 6,82; GFAP/OE GSK3β= 74,78% ± 5,05), los 
movimientos estereotípicos (Wt= 100% ± 2,84; GFAP/OE GSK3β= 84,36% ± 1,93) y 
velocidad total (Wt= 100% ± 9,05; GFAP/OE GSK3β= 77,68% ± 5,85). En los 
parámetros anteriores el ratón transgénico presentaba valores inferiores a los de los 
ratones control. En otro parámetro como el tiempo de descanso el ratón GFAP/OE 
GSK3β presentaba valores por encima del control (Wt= 100% ± 1,82; GFAP/OE 
GSK3β= 107,17% ± 1,78) (Figura 24A). 
Los ratones de ambos genotipos también fueron sometidos a un test de memoria 
dependiente de hipocampo, para analizar si existían diferencias con motivo de las 
alteraciones en neurogénesis que habíamos visto. Este test de condicionamiento al 
miedo, cuantifica el grado de recuerdo que tienen los ratones de una situación aversiva a 
la que fueron sometidos y que se traduce en inmovilidad o freezing. La realización de 
este test mostró como los ratones que sobreexpresan GSK3β pasaban mayor cantidad de 
tiempo inmóviles (Wt= 35,43% ± 4,41; GFAP/OE GSK3β= 50,78% ± 5,73) (Figura 
24B), lo que indicaría que recuerdan mejor la situación que vivieron durante el 


































Figura 24. Alteraciones en el comportamiento derivadas de la sobreexpresión de GSK-3β. A, 
representación gráfica del test de comportamiento de campo abierto realizado en ratones control y 
ratones GFAP/OE GSK-3β de 3,5 meses de edad. Los resultados se expresan en porcentaje. (t- 
Student; Distancia ambulatoria p= 0,006; Cuentas estereotípicas p= 0,000; Velocidad total p= 0,039) 
(U de Mann-Whitney; Tiempo de descanso p= 0,021). B,  cuantificación del test de 
condicionamiento al miedo realizado en ratones transgénicos y control, expresado como porcentaje 
(t- Student; p= 0,043). C, representación gráfica de la cuantificación del test de comportamiento 
rotarod. Los datos representados son el tiempo de latencia antes de caer, expresados como 







16. Los precursores neurales procedentes del ratón GFAP/OE GSK3β 
presentan una mayor proliferación en cultivo in vitro.  
 
Los análisis realizados en el ratón GFAP/OE GSK3β para caracterizar la 
neurogénesis adulta in vivo, nos indicaba la presencia de un mayor número de 
progenitores BLBP+ y neuroblastos DCX+. In vivo no encontramos evidencias 
significativas de una mayor proliferación de los precursores neurales como posible 
explicación. Quisimos intentar otro abordaje para comprobar si realmente existían 
diferencias en la proliferación de dichos precursores. Para ello, realizamos cultivos de 
neurosferas extraídas del ratón que sobreexpresa GSK3β y analizamos la proliferación 
de estos precursores in vitro. 
 
Tras realizar los cultivos de neurosferas, tal y como se explica en el apartado 2.3. 
de Materiales y Métodos, y siguiendo el protocolo de Babu H. et. al. lo primero que 
hicimos fue cerciorarnos que realmente estábamos consiguiendo cultivos de 
neurosferas. Para ello observamos que nuestros cultivos se asemejaban 
morfológicamente al tipo celular descrito. Además, como era de esperar, el cultivo se 
dividía y colonizaban la placa con la disposición, la dinámica y tiempos descritos 
(Babu, Claasen et al. 2011). Para continuar caracterizando el tipo celular del cultivo, el 
siguiente paso fue comprobar que las células cultivadas estaban expresando los 
marcadores propios de precursores neurales. Se realizaron inmunofluorescencias contra 
los marcadores GFAP, nestina, Sox2 y BLBP y pudimos comprobar como los 
precursores neuronales que teníamos en el cultivo presentaban inmunoreactividad para 
dichos marcadores (Figura 25A-D). Otro aspecto importante era comprobar que los 
precursores estaban expresando el transgen. Para ello se realizó la inmunofluorescencia 
contra la proteína β-galactosidasa, para detectar la expresión del transgen en los 
mismos. Pudimos ver que la expresión no tenía lugar en los precursores procedentes de 
ratones control (Figura 25E-G), mientras que sí se detectaba en los precursores 
neurales procedentes del ratón GFAP/OE GSK3β (Figura 25H-J). Lo que pudimos 
comprobar fue que la detección de β-Gal no era generalizada en todos los precursores. 
Al igual que pasaba en el ratón in vivo, el 100% de los precursores neurales no 





procedencia de estos precursores neurales del ratón transgénico y la sobreexpresión en 



























Figura 25. Caracterización de los marcadores expresados por los precursores neurales en 
cultivo. Inmunofluorescencias realizadas en cultivos de precursores neurales en monocapa 
empleando los anticuerpos característicos de células precursoras nestina (A), GFAP (B), Sox2 (C) y 
BLBP (D). E-J, inmunofluorescencias en cultivos de neurosferas extraídas de ratones control (E-G) 
y de ratones GFAP/OE GSK-3β (H-J) utilizando anticuerpo contra la proteína reportera β-Gal. Los 
núcleos aparecen teñidos en azul utilizando DAPI. Las flechas blancas señalan células precursoras 
































Figura 26. Cuantificación de la proliferación in vitro de los precursores neurales. 
Inmunofluorescencias realizadas en cultivos de precursores neurales, extraídos de ratones control 
(A-C) y de ratones GFAP/OE GSK-3β (D-F). En paralelo se cultivaron también neurosferas de 
ambos genotipos tratadas con doxyciclina (G-L), la cual fue retirada 48 horas antes del experimento. 
Las inmunofluorescencias se realizaron utilizando el anticuerpo contra IdU y Sox2. M, 
representación gráfica de la cuantificación de la proliferación de los precursores neurales en cultivo, 
expresado como porcetaje con respecto al total de células. (ANOVA de dos vías; control p= 0,425; 






Una vez caracterizado el cultivo, nos propusimos evaluar la tasa de proliferación 
de los precursores en función del genotipo. Para ello se siguieron dos estrategias. A 
unos cultivos, tanto de células control como GFAP/OE GSK3β, se añadió doxiclina 
(Figura 26G-L) que inhibe la expresión del transgen durante el periodo de cultivo, 
mientras que a otros no se les añadió el antibiótico (Figura 26A-F). 48 horas antes de 
realizar el experimento de proliferación, se retiraron los medios de cultivo y se sustituyó 
por medio fresco sin doxiciclina. A continuación, se añadió al medio el análogo de 
timidina IdU y, transcurridas 6 horas, se fijaron las células.  
El análisis de los datos mostró que existían diferencias estadísticamente 
significativas entre la proliferación de los precursores de ambos genotipos. En los que 
estuvieron bajo el efecto de la doxiciclina, los precursores neurales procedentes del 
ratón GFAP/OE GSK3β se dividían en mayor proporción que los precursores extraídos 
de los ratones control (Wt+Doxy= 7,32%; GFAP/OE GSK3β+Doxy= 16,27%). No se 
observó la misma diferencia significativa en los cultivos llevados en paralelo y con 
ausencia de doxiciclina (Wt= 12,11%; GFAP/OE GSK3β= 9,80%) (Figura 26M).  
 
 
17. Las nuevas neuronas producidas en el ratón GFAP/OE GSK3β 
presentan alteraciones morfológicas del árbol dendrítico y las espinas 
dendríticas. 
 
Un nuevo abordaje que quisimos darle a la caracterización del ratón que 
sobreexpresa GSK3β, fue estudiar cómo se encontraban las nuevas neuronas generadas 
en un ambiente, que como hemos visto, presentaba microgliosis. Para ello se marcaron 
mediante el empleo de retrovirus, las nuevas neuronas que se están generando en el GD 
del hipocampo. Los ratones de 8 semanas de edad fueron inyectados mediante cirugía 
estereotáxica, introduciendo retrovirus que codifican para proteínas marcadoras en el 
GD. Como el retrovirus únicamente infectará a células en división, las nuevas neuronas 
que se produzcan por la división de los precursores, mientras se encuentra presente el 
retrovirus, quedarán marcadas. El sacrificio de los animales a diferentes tiempos, 
permite estudiar las neuronas marcadas en todo su proceso de maduración. Este análisis 





cuando la neurona aun no es madura y el segundo cuando ya está integrada en la red 
sináptica preexistente. Este tipo de estrategias nos da la posibilidad de poder visualizar 
neuronas individuales y aisladas del resto, pudiendo cuantificar parámetros como 
distancia dendrítica total, arborización dendrítica, número y área de las espinas 
dendríticas, etc. 
 
17.1. Cambios en la arborización dendrítica 
 
Nos propusimos analizar cómo se encontraban las nuevas neuronas generadas en 
el punto temporal de las 2 semanas. Para ello, los ratones fueron inyectados con 
retrovirus que codificaban para la proteína verde fluorescente (GFP), que nos permite 
observar la morfología de las neuronas (Figura 27A, B). 
En primer lugar, cuantificamos si había variaciones con respecto a la longitud 
dendrítica total de las neuronas en función del genotipo. El análisis de los datos 
demostró que había diferencias significativas en la longitud dendrítica total entre ambos 
genotipos. Comparando el ratón transgénico y el ratón control se observó que existía 
una mayor longitud total de dendritas en las neuronas del ratón GFAP/OE GSK3β (Wt= 
108,48 ± 9,91; GFAP/OE GSK3β= 161,68 ± 15,17 µm) (Figura 27C). 
El siguiente parámetro que cuantificamos fue el número de ramificaciones 
dendríticas en función de la distancia del soma (Análisis de Sholl). Para ello, trazamos 
círculos concéntricos, centrados en el soma y separados 50 µm entre ellos, y 
cuantificamos el número de cruces de las dendritas en cada circunferencia. Al 
cuantificar estos datos, pudimos ver diferencias en este parámetro de ramificación 
dendrítica entre ambos genotipos (Figura 27D). El ratón transgénico presenta, de forma 
significativa, un mayor número de cruces en los dos primeros puntos de distancia del 
soma, entre 10- 50 µm (Wt= 7,09 ± 0,6; GFAP/OE GSK3β= 9,02 ± 0,63 cruces) y entre 
60-100 µm (Wt= 2,61 ± 0,81; GFAP/OE GSK3β= 4,37 ± 0,81 cruces). En el resto de 
puntos cuantificados, más alejados del soma, no se observaron diferencias significativas 
con respecto al control, ni de 110-150 µm (Wt= 0,98 ± 0,53; GFAP/OE GSK3β= 0,69 ± 
0,27 cruces), ni entre 160-200 µm (Wt= 0,35 ± 0,29; GFAP/OE GSK3β= 0,12 ± 0,09 
cruces), ni entre 210-250 µm (Wt= 0,06 ± 0,06; GFAP/OE GSK3β= 0,08 ± 0,08 





GSK3β presenta un mayor número de dendritas cerca del soma que los controles. Este 


























Figura 27. Análisis de los parámetros morfológicos de neuronas granulares con 2 semanas de 
edad. Inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo contra la proteína GFP en secciones sagitales de 
ratones control (A) y ratones GFAP/OE GSK-3β (B) inyectados estereotaxicamente con retrovirus GFP 2 
semanas antes del sacrificio. C, cuantificación de la longitud dendrítica total en neuronas de ambos 
genotipos de dos semanas de edad. (U de Mann-Whitney p= 0,017). D, representación gráfica del análisis 
de Sholl expresado en número de cruces en función de la distancia al soma en neuronas de dos semanas 







A continuación, escogimos otro punto temporal para seguir estudiando y viendo 
la evolución de las variaciones morfológicas que presentaba el ratón transgénico 
GFAP/OE GSK3β. Se analizaron las neuronas marcadas 8 semanas después de la 
inyección, cuando las nuevas neuronas generadas que han sobrevivido ya han madurado 
y se ha integrado en la red neural preexistente. En este caso se utilizó un retrovirus que 
codificaba para la proteína de fusión PSD95:GFP. Esta es una proteína que está presente 
en la densidad postsináptica (post-synaptic density 95, PSD95), y cuya expresión  
permite la visualización de la morfología neuronal. Esto es debido al tráfico de PSD95 
desde su síntesis en el soma hasta su localización funcional en las espinas dendríticas 
(Figura 28A, B). Se analizaron los mismos parámetros morfológicos que en el punto 
temporal anterior. En esta ocasión, los resultados no mostraron diferencias significativas 
en cuanto a la longitud dendrítica total, comparando el ratón transgénico y el control 
(Wt= 870,41 ± 26,19; GFAP/OE GSK3β= 850,32 ± 29,67 µm) (Figura 28D). Estos 
datos nos estarían indicando que al parecer este parámetro se iguala con el aumento de 
la edad de la nueva neurona.  
Llevamos también a cabo la cuantificación de la arborización dendrítica 
mediante el análisis de Sholl (Figura 28E, F). En esta ocasión, podemos observar cómo 
el análisis de los datos demuestra que se siguen manteniendo las diferencias 
significativas. Al igual que ocurría a las 2 semanas, el ratón transgénico GFAP/OE 
GSK3β presenta un mayor número de cruces en distancias cercanas al soma con 
respecto al ratón control, distancias entre 10-50 µm (Wt= 4,70 ± 0,17; GFAP/OE 
GSK3β= 7,55 ± 0,43 cruces) y entre 60-100 (Wt= 15,48 ± 0,85; GFAP/OE GSK3β= 
19,84 ± 0,68 µm). A diferencia con el punto de las 2 semanas, a niveles más distales 
podemos ver diferencias entre ambos genotipos. Mientras que a 2 semanas no 
encontrábamos diferencias en la arborización distal, a las ocho semanas, la arborización 
cambia y en distancias mayores al soma, el ratón transgénico presenta un menor número 
de cruces. No hay diferencias a las distancias de 110-150 (Wt= 22,23 ± 0,77; GFAP/OE 
GSK3β= 21,78 ± 1,02 µm), se observa una tendencia entre 160-200 (Wt= 19,48 ± 1,15; 
GFAP/OE GSK3β= 16,75 ± 1,16 µm), y las diferencias son significativas a distancias 
más alejadas del soma entre 210-250 (Wt= 11,36 ± 1,21; GFAP/OE GSK3β= 7,67 ± 
0,95 µm), perdiéndose ya entre 260-300 (Wt= 2,43 ± 0,71; GFAP/OE GSK3β= 0,03 ± 





























Figura 28. Análisis de los parámetros morfológicos de neuronas granulares maduras con 8 
semanas de edad (I). A y B, inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo GFP en secciones 
sagitales de ratones control (A) y ratones GFAP/OE GSK-3β (B) inyectados estereotaxicamente con 
retrovirus GFP:PSD95 8 semanas antes del sacrificio. Los núcleos de las neuronas granulares 
aparecen teñidos en azul empleando DAPI. C, cuantificación de la longitud de la dendrita primaria. 
(t- Student p= 0,000). D, representación gráfica del análisis de la longitud dendrítica total (t- Student 
p= 0,613). E y F, inmunofluorescencia con el anticuerpo GFP donde se representa de forma 
esquemática el fundamento del análisis de Sholl. Las circunferencias blancas son las distancias 
concéntricas al soma a las cuales se cuenta el número de cruces con dendritas. G, cuantificación del 
análisis de Sholl expresado en número de cruces en función de la distancia al soma. (t- Student; 10-
50 p= 0,000; 60-100 p= 0,000; 110-150 p= 0,737; 160-200 p= 0,099; 210-250 p= 0,017). *p<0,05; 






Por tanto, el árbol dendrítico de las neuronas producidas en el ratón transgénico 
es diferente al del control, siendo más ramificado en zonas cercanas al soma y menos 
ramificado en la zona distal. En las neuronas control, la ramificación se produce más 
alejada del soma y por eso presenta menos número de dendritas cercanas al soma que el 
transgénico y más en la zona distal que el ratón que sobreexpresa GSK3β. 
 
Además de la cuantificación de los parámetros morfológicos antes mencionados, 
se consideraron otras variables. Entre ellas se analizó si existían diferencias entre ambos 
genotipos en cuanto a la longitud de la dendrita primaria. Se analizaron neuronas 
maduras de 8 semanas de edad y los datos extraídos mostraron que existían diferencias 
estadísticamente significativas (Figura 28C). Las longitudes de las dendritas primarias 
no eran iguales en ambos genotipos, presentando el ratón transgénico para la 
sobreexpresión de GSK3β una reducción en la longitud de la dendrita primaria con 
respecto al ratón control (Wt= 45 ± 2,32; GFAP/OE GSK3β= 28 ± 1,79 µm). Este 
resultado estaría de acuerdo con el análisis de Sholl. Al ser menor la dendrita primaria, 
el resto de ramificación dendrítica se encontrará más cercana al soma, obteniéndose  un 
mayor número de cruces, tal y como se observa en el análisis de Sholl. 
Otro parámetro morfológico que se cuantificó en las células de 8 semanas fue el 
número de neuronas con más de una dendrita primaria (Figura 29A, B). El recuento y 
análisis de estos datos mostraron un mayor porcentaje de neuronas con más de una 
dendrita primaria (en forma de “V”) en el ratón GFAP/OE GSK3β que en el ratón 
control (Wt= 8,33%; GFAP/OE GSK3β= 19,59%) (Figura 29C). 
Otro parámetro que se cuantificó fue la distancia migrada por las neuronas 
maduras con respecto a su lugar de producción en la SGZ (Figura 29D). En base a los 
datos obtenidos, no se observó una diferencia estadísticamente significativa entre la 
distancia migrada por las neuronas en función de su genotipo (Wt= 15,14 ± 0,98; 
GFAP/OE GSK3β= 13,21 ± 0,46 µm). 
Por último, también se analizaron parámetros referentes a la conectividad 
eferente que realizan las nuevas neuronas generadas mediante sus axones. Para ello, se 
cuantificó el área que ocupaban los terminales axónicos de los contactos de las nuevas 
neuronas generadas con las neuronas granulares de CA3 (Figura 29E). La 





significativas en cuanto al área que ocupan los terminales axónicos de las neuronas de 


























Figura 29. Análisis de los parámetros morfológicos de neuronas granulares maduras con 8 
semanas de edad (II). A y B, inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo GFP en secciones 
sagitales de ratones control (A) y ratones GFAP/OE GSK-3β (B) inyectados estereotaxicamente con 
retrovirus GFP:PSD95 8 semanas antes del sacrificio. Los núcleos de las neuronas granulares 
aparecen teñidos en azul empleando DAPI. C, cuantificación del número de células con más de una 
dendrita primaria (forma de “V”) en ambos genotipos, expresado en porcentaje. (Chi-cuadrado de 
Pearson, χ
2
 p= 0,034). D, representación gráfica de la cuantificación de la distancia migrada desde la 
SGL por las nuevas neuronas. (t- Student; p= 0,934). E, cuantificación del área de los terminales 






17.2. Cambios en la conectividad sináptica 
 
Tras analizar la morfología del árbol dendrítico, nos propusimos sacar ventaja de 
la utilización del retrovirus codificante para PSD95:GFP y estudiar el estado de los 
contactos sinápticos. PSD95 es una proteína presente en la componente postsináptica de 
las sinápsis. Las densidades postsinápticas se establecen cuando las neuronas son 
maduras y será en este momento cuando expresen PSD95. Además de poder visualizar 
la morfología neuronal, con la expresión de esta proteína de fusión seremos capaces de 
visualizar los contactos sinápticos por la fluorescencia de la proteína GFP (Figura 30A, 
B). 
En primer lugar quisimos cuantificar el número de contactos sinápticos que 
tenían las neuronas maduras de 8 semanas en ambos genotipos. Para ello se 
contabilizaron todas las espinas dendríticas, en función del orden de ramificación en que 
se encontraban (Figura 30C-F). El análisis de los datos obtenidos mostró que existían 
diferencias significativas en el número de espinas por unidad de longitud entre el ratón 
que sobreexpresa GSK3β y el ratón control. Observamos que el ratón GFAP/OE GSK3β 
presenta menos espinas, teniendo desde el 2º orden de ramificación una tendencia casi 
al borde de la significatividad (Wt= 0,49 ± 0,09; GFAP/OE GSK3β= 0,28 ± 0,05 µm). 
En los órdenes de ramificación 3º (Wt= 0,76 ± 0,07; GFAP/OE GSK3β= 0,42 ± 0,05 
µm) y 4º (Wt= 1,22 ± 0,12; GFAP/OE GSK3β= 0,84 ± 0,10 µm) las diferencias son 
claramente significativas y únicamente en el orden de ramificación más distal analizado 
no se observan diferencias (Wt= 1,27 ± 0,12; GFAP/OE GSK3β= 1,39 ± 0,13 µm) 
(Figura 30G). 
Además del número de espinas, se analizaron otros parámetros como el área de 
la densidad postsináptica de PSD95. Se cuantificó al igual que en el caso anterior, el 
área de PSD95 en cada orden de ramificación dendrítica para cada genotipo por 
separado. El análisis y comparación de los datos demostró, de nuevo, que existen unas 
claras diferencias significativas en el tamaño de la densidad postsináptica. El ratón 
transgénico GFAP/OE GSK3β posee una menor área de PSD95 en todas las 
ramificaciones dendríticas en comparación con el ratón control, siendo los valores en el 
2º orden de ramificación (Wt= 0,17 ± 0,05; GFAP/OE GSK3β= 0,05 ± 0,01 µm), en el 





GFAP/OE GSK3β= 0,09 ± 0,01 µm) y en el 5º (Wt= 0,19 ± 0,01; GFAP/OE GSK3β= 


















































Figura 30. Análisis de parámetros morfológicos de las espinas dendríticas en neuronas 
granulares maduras con 8 semanas de edad. A y B, inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo 
GFP en secciones sagitales de ratones control (A) y ratones GFAP/OE GSK-3β (B) inyectados 
estereotaxicamente con retrovirus GFP:PSD95 8 semanas antes del sacrificio. Los núcleos de las 
neuronas granulares aparecen teñidos en azul empleando DAPI. Los recuadros blancos señalas las 
regiones de las que se han obtenido las imágenes aumentadas en C, D, E y F. Las fotos a mayor 
aumento de ambos genotipos muestran dendritas distales (C y E) y dendritas más proximales (D y F) 
para visualizar las espinas dendríticas en verde. G, gráfico del recuento de número de espinas en 
función del orden de ramificación dendrítica expresado como densidad (nº espinas/μm). (t- Student; 
2º orden p= 0,053; 3er orden p=0,001; 4ºorden p=0,021; 5º orden p= 0,459). H, cuantificación del 
área ocupada por el marcaje de PSD95 en los contactos sinápticos en función del orden de 
ramificación dendrítica. (t- Student; 2º orden p= 0,001; 3er orden p=0,001; 4ºorden p=0,000; 5º 




































En esta tesis hemos estudiado el efecto que tiene, sobre la neurogénesis adulta, la 
sobreexpresión de GSK3β en los precursores neurales, centrando nuestro estudio en la 
SGZ. Para ello nos hemos valido de un modelo transgénico para GSK3β, Bi-TetO β-Gal 
GSK-3β, generado previamente en nuestro laboratorio (Lucas, Hernandez et al. 2001), 
el cual hemos cruzado con otro que expresa la proteína transactivadora tTA bajo el 
promotor de GFAP. Utilizando esta herramienta hemos obtenido un ratón doble 
transgénico en el que la sobreexpresión de GSK3β tiene lugar en los precursores 
neurales responsables de la neurogénesis adulta.  
Trabajos previos del laboratorio ya habían demostrado que la sobreexpresión de 
GSK3β en neuronas juega un papel fundamental en la neurogénesis adulta (Sirerol-
Piquer, Gomez-Ramos et al. 2011; Fuster-Matanzo, Llorens-Martin et al. 2013; Llorens-
Martin, Fuster-Matanzo et al. 2013). En estos trabajos el modelo empleado 
sobreexpresa la quinasa bajo el promotor CamKIIα, por tanto, la sobreexpresión de 
GSK3β tiene lugar en neuronas ya maduras. En esta tesis nuestro objetivo ha consistido 
en profundizar en el conocimiento del papel de GSK3β en la neurogénesis adulta al 
sobrexpresar la quinasa en los precursores neurales gracias al uso del promotor de 
hGFAP. 
 
1. Caracterización inicial del modelo GFAP/OE GSK3β 
 
 Los astrocitos son un componente celular de naturaleza heterogénea que 
desempeñan funciones clave en el sistema nervioso central. Así, además de participar en 
el metabolismo cerebral suministrando nutrientes a las neuronas y metabolizando 
diferentes moléculas generadas por las mismas, responden a diversos daños cerebrales 
dando lugar a una gliosis reactiva. Por otra parte, en determinadas regiones del sistema 
nervioso (SVZ y SGZ en roedores) son los responsables de generar nuevas neuronas. El 
principal objetivo de este trabajo ha consistido en estudiar la neurogénesis adulta en el 
hipocampo en un modelo que sobreexpresa la quinasa GSK3β en precursores neurales 
presentes en dicha región. El promotor utilizado para expresar esta quinasa ha sido el 
promotor hGFAP formado por las 2,2 Kb adyacentes al codón de iniciación de la 
proteína. Este promotor no es específico de este subtipo de células gliales y, por tanto, 





metabolismo astrocítico en nuestro modelo animal. 
 Los animales generados en este trabajo no presentan alteraciones fenotípicas 
evidentes, excepto un incremento en el peso que es más acusado con la edad. Dicho 
incremento no parece deberse a una expresión del promotor hGFAP en otros tejidos, 
como por ejemplo el tejido adiposo o hepático (Lin, Kemper et al. 2004).  Así, se puede 
sugerir que o bien en nuestro modelo se encuentran alteradas regiones hipotalámicas 
implicadas en el control del apetito o que la expresión cerebelar de la quinasa pudiera 
hacer que el animal sea menos activo. Nuestro resultados apoyarían esta última 
hipótesis pues hemos demostrado, en un análisis de Open field, que nuestros ratones se 
mueven menos en dicho test (Figura 24A). 
 La quinasa GSK3 está implicada, como su nombre indica, en la regulación del 
metabolismo del glucógeno. La fosforilación de la glucógeno sintasa por GSK3 inhibe 
la adición de nuevas moléculas de glucosa al polímero. En el sistema nervioso central 
este sistema es especialmente importante porque los astrocitos son capaces de 
almacenar glucosa en forma de glucógeno y suministrar energía a las neuronas, muchas 
veces en forma de lactato (Brown 2004). Por ello, uno de nuestros primeros objetivos 
consistió en medir los niveles de glucógeno cerebral en nuestro modelo transgénico. El 
análisis de los resultado obtenidos ha demostrado que los niveles de glucógeno no se 
ven alterados, ni la forma fosforilada (inactiva) de la glucógeno sintasa presenta 
diferencias significativas con los animales control. Teniendo en cuenta un mecanismo 
de regulación tan complejo como es el sistema de la síntesis/degradación de glucógeno 
pueden existir, por tanto, múltiples explicaciones para interpretar estos resultados. Sin 
embargo, la interpretación más simple es que estos datos parecen correlacionar bien con 
el bajo número de astrocitos marcados con β-galalactosidasa y que estarían expresando 
el transgen.  
 El patrón de expresión del gen reportero se muestra en la Fig. 2 y coincide con el 
descrito previamente para el mismo promotor truncado de hGFAP (Lin, Kemper et al. 
2004). El patrón de expresión es especialmente evidente en el cerebelo y el hipocampo, 
aunque algunos núcleos positivos para el marcador también se encuentran en el cuerpo 
calloso y en la SVZ. Una característica de nuestro modelo es la importante 
sobreexpresión que se observa en el cerebelo. Así, aunque no ha sido tampoco objeto de 





el cerebelo en la capa de células de Purkinje, pero no en estas, sino en células que por su 
morfología podemos adscribir a la glía de Bergman. Así mismo, se puede encontrar el 
marcador en un alto porcentaje de células en la capa granular. Este patrón cerebelar de 
expresión coincide con el descrito previamente al cruzar esta línea transgénica hGFAP-
tTA con una línea reportera TetO-LacZ (Lin, Kemper et al. 2004). En este sentido, la 
mejora observada en la prueba de Rotarod bien pudiera deberse a dicha sobreexpresión 
cerebelar aunque este punto necesita un análisis más detallado. Así, el test de Rotarod se 
ha realizado en animales jóvenes en los que el incremento de peso observado en 
animales viejos aún no es evidente. El test de Rotarod mide la capacidad de 
coordinación de los animales y nuestros resultados muestran que los ratones 
transgénicos son capaces de mantenerse un mayor tiempo en el aparato que los 
controles silvestres. Este dato parece sugerir que sobreexpresar la quinasa en el cerebelo 
podría tener un efecto beneficioso en la coordinación. Un efecto similar se ha observado 
en un modelo animal con sobreexpresión de la forma constitutivamente activa de 
GSK3β. En dicho modelo se observa una mejoría en los defectos de coordinación 
asociados a la sobreexpresión transgénica de la proteína tau, fundamentalmente en la 
médula espinal  (Spittaels, Van den Haute et al. 2000). En este sentido es bien conocido 
que la administración de litio, un inhibidor entre otras enzimas de GSK3, provoca 
problemas de coordinación en enfermos bipolares.   
 La expresión del transgen está por tanto restringida a una subpoblación de 
astrocitos GFAP+ en nuestro modelo animal. Este resultado no es extraño si tenemos en 
cuenta que, en primer lugar, la actividad de un promotor depende del sitio de 
integración del trangén y, en segundo lugar, en eucariotas depende también de regiones 
que pueden estar muy alejadas del codón de iniciación. Todo esto sugiere que diferentes 
astrocitos utilizan regiones reguladoras que no se encuentran en nuestro modelo 
hGFAP-tTA (2,2 Kb de la región 5´). Así, y a modo de ejemplo, se ha descrito que la 
iniciación del mRNA-GFAP en las células de Schwann (células GFAP+) es distinto del 
presente en astrocitos. De hecho nuestro modelo no expresa la proteína transactivadora 
en el sistema nervioso periférico (Lin, Kemper et al. 2004). 
 La transcripción del gen para el filamento intermedio GFAP se incrementa en 
respuesta a diversas lesiones cerebrales (Eng and Ghirnikar 1994). Dicha reacción no ha 





realizado para estudiar la morfología de las nuevas neuronas generadas, nos ha 
permitido llevar a cabo un análisis de la gliosis reactiva que tiene lugar en la zona del 
pinchazo. Dicho análisis  no ha revelado un incremento en los niveles de proteína 
reportera β-galactosidasa (resultados no mostrados). El proceso de gliosis reactiva se 
encuentra regulado a nivel del promotor y, aunque en nuestro modelo alguno de estos 
elementos parecen encontrarse (Brenner, Kisseberth et al. 1994), un fragmento que se 
encuentra en los 13, 2 kb del mismo en vez de las 2,2 kb presentes en nuestro modelo 
media una respuesta más robusta a la lesión (Mucke, Oldstone et al. 1991).  
 
 Como resumen, los astrocitos de diferentes regiones cerebrales tienen diferentes 
mecanismos reguladores a la hora de controlar la expresión de GFAP, sugiriendo una 
heterogeneidad celular (Lee, Su et al. 2006). La combinación de factores tales como el 
tamaño del promotor empleado, así como probablemente el sitio de inserción, hacen que 
en nuestro modelo se observe una expresión especialmente robusta en cerebelo e 
hipocampo, similar al modelo descrito con el mismo promotor y LacZ como proteína 
reportera (Lin, Kemper et al. 2004). En este sentido es especialmente relevante otro 
modelo transgénico, equivalente al nuestro,  en el que la proteína transactivadora tTA se 
encuentra regulada por una secuencia similar del promotor de GFAP, pero en este caso 
la versión murina. En este modelo la sobrexpresión de la proteína reportera es, como en 
nuestro caso, fundamentalmente hipocampal y en la region SGZ, siendo muy 
infrecuente el marcaje de astrocitos en otras zonas (Weber, Baier et al. 2011). Al igual 
que en nuestro modelo, que emplea el promotor humano, únicamente en algunas células 
de la capa granular del cerebelo se encuentra la proteína reportera, aunque en este caso 
no en la glía de Bergmann. 
 
2. El ratón GFAP/OE GSK3β presenta un número mayor de 
progenitores neuronales en la SGZ.   
 
Para estudiar la neurogénesis adulta en el hipocampo, el primer paso consistió en 
comprobar que la sobreexpresión del transgen estaba teniendo lugar en los precursores 
neurales de la SGZ. Como hemos demostrado en este trabajo, podemos detectar la 





BLBP y Sox2. Estos marcadores son característicos de células B (nomenclatura de 
Alvarez-Buylla) o células tipo 1 (nomenclatura de Kempermann), que son el tipo celular 
correspondiente a los precursores neurales. Estas células son de tipo astrocitario y, por 
tanto, caracterizadas por la expresión de GFAP (Doetsch, Caille et al. 1999; Seri, 
Garcia-Verdugo et al. 2001). En este punto habría que decir que teniendo en cuenta 
nuestros resultados no podemos descartar que el incremento observado en dichos 
progenitores se deba en parte a células tipo-2a, que serían las células de amplificación 
transitoria que ya no expresan GFAP, pero si nestina, BLBP y Sox2. 
Cuando estos precursores neurales se dividen dan lugar a otro tipo de células 
más diferenciadas. Estos neuroblastos, cuya nomenclatura es células D o tipo-2, se 
caracterizan por la expresión de otros marcadores, siendo el más utilizado la DCX. El 
análisis de la sobreexpresión del transgen en este tipo celular demostró que únicamente 
un pequeño porcentaje residual de células coexpresaban la proteína reportera y DCX. La 
expresión del marcador DCX, se da en una ventana temporal muy amplia, pudiéndose 
detectar desde las 2-4 horas de la generación de la nueva neurona hasta 6 semanas más 
tarde. Muy probablemente las neuronas DCX+ donde encontramos presencia de la 
proteína reportera, se trate del pequeño porcentaje con respecto al total de células DCX 
que se generaron hace pocas horas. En ellas, aunque se haya producido el apagado del 
transgen todavía es posible detectar la presencia de la proteína reportera de origen 
procariota, probablemente porque posee una vida media larga. 
Un dato llamativo es que no todas las células que aparecen teñidas con los 
marcadores de precursores neurales, parecen estar expresando el transgen. Como hemos 
cuantificado en este trabajo, el porcentaje que representan las que expresan el transgen 
es alrededor del 30%. Ciñéndonos a la base genética, este tipo de resultado no tendría 
explicación, pues todos los precursores neurales son GFAP+ y, por tanto, en todos ellos 
debería expresarse el transgen. Una posible explicación podría encontrarse en la  
variegación, que es un fenómeno que ocurre en numerosos modelos transgénicos, por el 
cual no todas las células teóricas en las que se debería expresar un transgen lo hacen. 
Dicho efecto se debe muchas veces a la zona de inserción del transgen (Robertson, 
Garrick et al. 1995). Sin embargo, no se puede descartar la existencia de una población 
heterogénea de precursores que no fuesen exactamente iguales en sus propiedades. A 





totalidad de los precursores neuronales (Kempermann 2006). La existencia de diferentes 
tipos de precursores se ha demostrado en la SVZ (Lledo, Merkle et al. 2008; Giachino, 
Basak et al. 2013), aunque en la SGZ dicha variación no se ha documentado. 
El estudio del modelo GFAP/OE GSK3β a nivel de las células precursoras, nos 
ha llevado a confirmar que su fisiología se encuentra alterada. Los análisis que hemos 
llevado a cabo han demostrado que existe un aumento del número de precursores 
BLBP+ y de neuroblastos DCX+. A la vista de estos datos, la sobreexpresión de GSK3β 
parece estar alterando la fisiología de las células madre neurales. Una primera hipótesis 
para explicar este aumento es que la proliferación de los precursores estuviese afectada. 
Para estudiar esta hipótesis utilizamos el anticuerpo PHisH3, que marca las células que 
están en división en fase M. Sin embargo, no encontramos ninguna diferencia entre los 
ratones transgénicos y los controles. Este tipo de abordaje nos está mostrando un punto 
estático en el tiempo, en el cual visualizamos el número de divisiones que están 
teniendo lugar en ese momento, por ello lo que podría estar pasando es que el número 
de precursores que están llevando a cabo la división en un momento determinado fuese 
el mismo y por eso no vemos diferencias, aunque la cantidad de precursores 
BLBP/Sox2 de partida sea mayor.  
Otra hipótesis que podría explicar el mayor número de precursores observados, 
sería una división más rápida de aquellos que sobreexpresan GSK3β. Si esto fuese 
cierto, en un punto temporal fijo el número de divisiones serían las mismas, pero en un 
periodo de tiempo, el número de divisiones sería mayor. Para comprobar esta hipótesis 
realizamos los experimentos de reentrada de ciclo celular marcando con análogos de 
timidina (grupo de animales 3) y analizamos si la sobreexpresión de GSK3β estaba 
produciendo diferencias en la reentrada en el ciclo de división en los precursores 
neuronales. El resultado nos demostró que tampoco había diferencias en este parámetro 
entre los precursores neurales de ambos genotipos (Fig. 15). 
Llegados a este punto, una posible interpretación de los resultados observados 
podría ser un ralentizamiento de las células BLBP y DCX en progresar hacía un estadio 
de maduración más avanzado en el cual se apagaría la expresión de dichos marcadores. 
Esto podría producir un acumulación de precursores como la que observamos en un 
proceso de proliferación normal. Para profundizar en el estudio de la maduración de las 





marcadores. Como se indicó en los resultados, se observan variaciones en el porcentaje 
de células de nueva generación que expresan DCX (grupo de animales 3) y DCX con 
calbindina (grupo de animales 2). Estos resultados demuestran que en el ratón 
transgénico hay un desplazamiento de la ventana temporal de expresión de DCX, 
apareciendo retrasado el apagado del marcador (la proporción de células 
DCX+/calbindina+ es mayor en el animal trangénico, Fig. 14H).  
Un exceso de precursores proliferando a una tasa normal, resultaría en un 
aumento del número de divisiones que detectaríamos con un marcaje como PHisH3 en  
un punto determinado. Pero en un sistema in vivo integrado por muchos factores, se 
podría estar regulando este exceso de divisiones totales que existirían en el ratón 
transgénico, para conseguir una normalización del sistema. Esta podría ser la 
explicación del hallazgo en este trabajo de niveles significativamente altos de las 
moléculas inhibidoras de la vía Wnt, Dkk1 y sFRP3. Ambos se producen bajo diferentes 
circunstancias, pero la acción que ejercen es la de inhibir el complejo Wnt-Frizzled 
dando como resultado una inhibición de la neurogénesis adulta (Jang, Bonaguidi et al. 
2013; Seib, Corsini et al. 2013). Al mismo tiempo, la muerte neuronal que se está 
produciendo en el ratón transgénico para GSK3β (Fig. 17-18) influirá en la 
estabilización de los niveles de nuevas neuronas generadas. Por ello postulamos que en 
el ratón GFAP/OE GSK3β, se está produciendo un intento de normalizar los niveles 
alterados de neurogénesis. 
Por último, para comprobar que un exceso de GSK3 provoca un incremento en 
el número de precursores neurales, decidimos llevar a cabo un estudio de los mismos en 
condiciones controladas de cultivo celular in vitro. Para ello los aislamos y cultivamos a 
partir del ratón GFAP/OE GSK3β y su respectivo control. De esta forma hemos podido 
analizar parámetros como la proliferación de los precursores, pero fuera de su ambiente 
en el GD y comparar los resultados obtenidos con la caracterización del ratón. 
Decidimos llevar a cabo cultivos de precursores neurales en monocapa y 
adheridos en placa, en vez de cultivos de neurosferas en flotación. La principal razón 
para elegir el cultivo en monocapa es evitar la diferenciación que sufren algunas de las 
células más internas que conforman la neurosfera. Otra de las ventajas es que las 
condiciones son iguales para todos los precursores al estar expuestos por igual a los 





internas tienen menor accesibilidad a los factores de crecimiento del medio creándose 
gradientes de diferenciación. 
Lo primero que quisimos comprobar era que los precursores neurales extraídos 
del ratón que sobreexpresa GSK3β estaban expresando el transgen. Para ello realizamos 
inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo β-galactosidasa para detectar la proteína 
reportera del constructo. En dicho análisis no se detecta la proteína β-Gal en precursores 
neurales extraídos de ratones control, mientras que si podemos ver precursores que 
están expresando el transgen en los procedentes del ratón transgénico. Al igual que 
pasaba en el ratón in vivo, no todos los precursores expresan el transgén como cabría 
esperar. De nuevo surge la pregunta de si hay variabilidad entre los distintos tipos de 
precursores neuronales. Una posible explicación es que los precursores que tenemos en 
el cultivo podrían haber dejado de expresar el transgen, porque el tiempo que pasa hasta 
que se establece el cultivo pueda producir cierto grado de diferenciación. En cualquier 
caso, al menos una proporción de los precursores expresa correctamente el transgén de 
GSK3β. 
El siguiente punto que nos propusimos estudiar con este modelo fue analizar la 
capacidad proliferativa de estos precursores en cultivo. Para ello marcamos las células 
en división con análogos de timidina y cuantificamos qué porcentaje del total de células 
se había dividido. Lo que pudimos ver fue que los precursores extraídos del animal 
transgénico se dividen en una mayor proporción que los procedentes del ratón control. 
Las diferencias se pudieron observar cuando el cultivo se mantuvo con doxiciclina y, 
por tanto, el sistema transgénico estaba apagado hasta pocas horas antes de parar el 
cultivo. El papel de GSK3β sobre la proliferación de los precursores en cultivo difiere 
de los resultados de proliferación in vivo. La explicación de este resultado podría 
deberse a que en cultivo, los precursores están fuera del microambiente de la región 
neurógenica y, por tanto, no estará influyendo sobre ellos ni los niveles de inhibidores 
del complejo Wnt, ni el efecto de la inflamación (activación microglial y  niveles 








3. La sobreexpresión de GSK3β en precursores neurales provoca 
alteraciones en las neuronas granulares adultas. 
 
La sobreexpresión de GSK3β en el modelo animal GFAP/OE GSK3β, como 
hemos demostrado en este trabajo, solo se observa en progenitores neurales o en las 
células de amplificación transitoria que expresan BLBP y Sox2 pero no en las neuronas 
maduras generadas a partir de los mismos. Sin embargo, nos planteamos la pregunta de 
si dicha expresión temprana tenía algún efecto en la maduración y morfología de las 
neuronas granulares maduras presentes en el GD. Un primer paso consistió en analizar 
la supervivencia de las nuevas neuronas generadas. Para abordar este tipo de 
experimentos, se inyectaron análogos de timidina i.p. a los ratones y se mataron a 
diferentes tiempos (grupos de animales 1 y 2). Como se ha comentado previamente, no 
encontramos diferencias significativas entre el ratón  GFAP/OE GSK3β y el ratón 
control en cuanto a lo que a supervivencia de las nuevas neuronas generadas se refiere. 
La igualdad en la supervivencia se vio en todos los puntos temporales analizados, a 24 
horas tras la división del precursor, a la semana y al mes de vida de la nueva neurona. 
Este hecho sugiere que es en los precursores donde se producen las alteraciones, pero 
que en fases más avanzadas de diferenciación, donde se ha terminado la sobreexpresión 
de la quinasa, sigue su curso normal teniendo una supervivencia comparable con la de 
un ratón control. 
Sin embargo, quisimos profundizar más en este aspecto y nos propusimos 
analizar el efecto que tenía la sobreexpresión de GSK3β no ya en la supervivencia si no 
en la morfología de las neuronas generadas en la SGZ. Para llevar a cabo este estudio, 
hemos marcado dichas neuronas con retrovirus que sobreexpresan GFP y PSD95. 
Gracias a esta aproximación experimental hemos podido cuantificar diferencias entre las 
neuronas de nueva generación del ratón GFAP/OE GSK3β y el control. Así, 
observamos alteraciones en la morfología de su árbol dendrítico en comparación con el 
ratón control. Las neuronas granulares de roedores normalmente extienden una única 
dendrita apical (Seress and Pokorny 1981; Zhao, Teng et al. 2006). Sin embargo, en 
nuestro modelo transgénico una alta proporción de células granulares adultas muestran 
dos o más dendritas primarias apicales que se bifurcan más cerca del soma celular y que 





El estudio de neuronas granulares maduras mediante el marcaje con retrovirus, también 
nos mostró claras diferencias significativas en parámetros sinápticos como el número de 
espinas y el área de éstas (Fig. 30). En las neuronas producidas en la SGZ del ratón 
transgénico para GSK3β, se observó un descenso en el número de espinas y en el área 
de las densidades postsinápticas.  
Esta morfología aberrante no puede deberse a un efecto de la GSK3β endógena 
en los neuroblastos o neuronas maduras. En los puntos temporales que hemos analizado 
(2 y 8 semanas) éstas neuronas ya no tienen sobreexpresión del transgen de GSK3β, por 
ello, algún factor, probablemente extrínseco, debe estar afectando a las nuevas 
neuronas, produciéndoles las alteraciones morfológicas que observamos. Los resultados 
de qRT-PCR sugieren que los niveles de factores hormonales como son los de BDNF o 
VEGF no están alterados. Sin embargo, hemos observado alteraciones en los niveles de 
diferentes citoquinas  reflejando que un proceso inflamatorio está teniendo lugar en 
nuestro modelo animal. De hecho, se observa un incremento de la microglia en el GD 
de los animales transgénicos. Esta ampliamente establecido en la literatura que la 
neuroinflamación tiene un efecto muy importante, no solo en la neurogénesis (Fuster-
Matanzo, Llorens-Martin et al. 2013), sino también en la morfología neuronal (Fuster-
Matanzo, Llorens-Martin et al. 2013; Llorens-Martin, Fuster-Matanzo et al. 2013). En 
este sentido en procesos inflamatorios crónicos dicha inflamación tiene un efecto 
negativo sobre el proceso neurogénica, mientras que parece tener un papel beneficioso o 
protector en la inflamación aguda. Una causa para este incremento en la microglia 
pudiera ser el incremento marginalmente significativo observado en nuestro modelo 
animal de células fractina+ y que, por tanto, están sufriendo un proceso de apoptosis 
(Fig. 17).  
Por todo ello el ambiente inflamatorio observado en nuestro modelo animal con 
los niveles generales de citoquinas alterados, puede estar detrás de las alteraciones 
morfológicas y sinápticas observadas en las nuevas neuronas producidas. Sin embargo, 
las alteraciones observadas van acompañada por un mayor número de neuronas 
granulares maduras, así como un incremento del volumen del GD.  
Las variaciones sinápticas que observamos podrían ser debidas a un fenómeno 
de compensación. Así, en términos de una neurona concreta el número de espinas es 





Sin embargo, en términos totales, el número reducido de espinas se compensaría con el 
mayor número de neuronas. Podría tratarse de una forma de compensar el exceso de 
neuronas, reduciendo los contactos sinápticos y extensión de éstos, que producirían un 
exceso de actividad de las neuronas granulares del GD. Estas alteraciones se traducen 
alteraciones en aspectos cognitivos. Así, en el test de condicionamiento al miedo los 
animales transgénicos presentan una inmovilidad o freezing mayor, que significaría un 
mayor recuerdo del ambiente.  
En nuestro trabajo hemos llevado a cabo un estudio detallado del proceso 
neurogénico tanto en el GD dorsal como en la región ventral del mismo. La región 
dorsal hipocampal está implicada en procesos de aprendizaje y memoria, mientras que 
la región ventral está más relacionada con procesos emocionales y de ansiedad (Snyder, 
Radik et al. 2009). Ambas regiones difieren no solo en los niveles de expresión génica, 
sino también en la conectividad neuronal (Fanselow and Dong 2010). Alteraciones en el 
comportamiento y la memoria no siempre se dan en paralelo en numerosas 
enfermedades neurodegenerativas sugiriendo que estas dos subregiones hipocampales 
no degeneran o se alteran en paralelo. Estudios previos de nuestro laboratorio han 
demostrado que en un ratón transgénico con sobreexpresión de la quinasa GSK3β en 
neuronas granulares presenta una degeneración de la región dorsal, pero no así de la 
ventral, (Fuster-Matanzo, Llorens-Martin et al. 2011). Nuestros resultados demuestran 
que un fenómeno similar parece  suceder cuando la quinasa se sobrexpresa en los 
progenitores neurales.  Todas estas observaciones parecen sugerir que la región dorsal 
es más sensible a la sobreexpresión de la quinasa. Así, nuestros resultados demuestran 
que la sobreexpresión de GSK3β in vivo resulta en alteraciones en el hipocampo dorsal, 
pero no en el ventral, aunque la expresión del transgen tenga lugar en ambas áreas 
hipocampales. Por tanto, creemos que podría ser debido a las diferencias intrínsecas que 
existen entre ambas regiones. Quizá la expresión diferencial de proteínas, el efecto de la 
inervación diferencial o diferencias en el procesamiento de información y tareas que 
realizan cada zona, podría permitir que el exceso de GSK3β en la región ventral no 
afecte la neurogénesis adulta. De hecho, nuestro grupo ha descrito que la zona ventral 
del hipocampo en condiciones basales y en animales silvestres presenta unos niveles de 
GSK3β fosforilada en la Ser9 (dominio inhibidor) mayores que la región dorsal  





4. Papel de GSK3β en la neurogénesis adulta en el modelo GFAP/OE 
GSK3β. 
 
El desarrollo del cerebro requiere la exquisita coordinación de la proliferación y 
diferenciación de células progenitoras. La inhibición de la GSK3 se ha asociado con el 
mantenimiento del estado pluripotente en células madre embrionarias (Miki, Yasuda et 
al. 2011). Así, se ha sugerido que GSK3 actúa como una molécula de integración para la 
proliferación debido a su papel esencial en la señalización de Wnt3 secretado por los 
astrocitos hipocampales (Okamoto, Inoue et al. 2011). La ruta de transducción de Wnt 
implica inhibición de GSK3β que provoca un incremento en los niveles de β-catenina y 
la consiguiente activación de promotores implicados en proliferación y mantenimiento 
del estado pluripotente de las células madre presentes en la SGZ. La importancia de esta 
ruta en esta estructura queda reflejada en el hecho de que un ratón deficiente en Wnt-3a 
no presenta GD (Lee, Tole et al. 2000). In vivo, tanto la sobreexpresión de β-catenina 
(Chenn and Walsh 2002) como el knockout condicional de todas las isoformas de GSK3 
en progenitores neurales (Kim, Wang et al. 2009) da como  resultado una masiva 
hiperproliferación de los mismos en el estadio embrionario. Sin embargo, otros estudios 
sugieren que Wnt disminuye el número neuroesferas (Hirabayashi, Itoh et al. 2004; 
Muroyama, Kondoh et al. 2004; Kuwahara, Hirabayashi et al. 2010) y conduce a la 
diferenciación neuronal (Hirabayashi, Itoh et al. 2004; Muroyama, Kondoh et al. 2004; 
Kuwabara, Hsieh et al. 2009; Kuwahara, Hirabayashi et al. 2010; Munji, Choe et al. 
2011). Para complicar aún más el escenario, la respuesta de los progenitores neuronales 
parece depender de los niveles de GSK3. Así, la decisión celular de estas células para 
diferenciarse o dividirse depende en gran medida de si se inhibe parcial o totalmente la 
actividad enzimática de la quinasa (Holowacz, Alexson et al. 2013). 
 La mayoría de los estudios descritos más arriba se han desarrollado o bien en 
cultivos celulares de progenitores in vitro o en modelos animales basados 
fundamentalmente en la generación de animales deficientes en algunas de las proteínas 
implicadas en la ruta de transducción de Wnt (GSK3 ó β-catenina). Sin embargo, 
nuestro modelo se basa en la sobreexpresión de la quinasa en un modelo transgénico y 
en progenitores neuronales. Las conclusiones obtenidas, mayor número de progenitores 





BLBP y Sox2, así como un volumen mayor del GD acompañado por un mayor número 
de neuronas granulares, parece sugerir que un incremento moderado de la actividad 
GSK3 es importante en la generación de nuevas neuronas. Curiosamente, nuestros 
resultados reflejan, en cierta medida, lo que sucede en el desarrollo del GD. Esta 
estructura presenta un desarrollo fundamentalmente postnatal y es en este periodo 
cuando los niveles de GSK3 alcanzan unos valores más altos en el sistema nervioso 
central (Takahashi, Tomizawa et al. 2000). De hecho la enzima GSK3β, pero no la α, 
presenta un pico a las dos semanas, un periodo de intensa crecimiento neurítico, pero 
también de división celular, al menos en el GD.  
 Teniendo en cuenta todos los datos previos, un mecanismo plausible por el cual 
la GSK3 podría regular la neurogénesis en nuestro modelo animal es mediante el 
control de los niveles de las moléculas que están implicadas en la neurogénesis, 
fundamentalemnte β-catenina en la vía Wnt, para una revisión (Hur and Zhou 2010). 
Esta hipótesis descansa en el hallazgo de que durante la división celular mitótica β-
catenina fosforilada por GSK3β,  que está marcada para degradación en el proteasoma, 
es heredada por una sola hija (Fuentealba, Eivers et al. 2008). Por lo tanto, es posible 
que durante la división asimétrica de los progenitores neuronales, las dos células hijas 
tengan diferentes niveles de GSK-3. Así, en la división asimétrica que tiene lugar en los 
progenitores neurales la célula hija con la actividad GSK3 inferior acumulará β-catenina 
(y quizás otras proteínas pro- proliferativas) y por lo tanto sigue siendo un progenitor . 
Por el contrario, la célula hija con la actividad GSK3 mayor elimina las proteínas pro-
proliferativos y otras proteínas que están implicadas en el ensamblaje de los 
microtúbulos, presumiblemente a través del  sistema ubiquitina-proteasoma de 
degradación de proteínas. En estas células hija APC no puede unirse a los microtúbulos 
astrales teniendo como resultado que la célula se separe de la superficie de la SVZ y se 
convierte en un progenitor intermediario primero y después en una neurona granular 
madura. Para apoyar esta hipótesis se ha descrito que cuando se inhibe la actividad de 
GSK3, APC se ancla a los microtúbulos astrales importantes para la división celular. 
APC es una pieza clave en la división asimétrica de las células madre mediante el 
anclaje de una célula hija en un nicho específico para que no pierda la capacidad de  
autorrenovación (Yamashita, Jones et al. 2003).  





principal consecuencia un incremento en el número de progenitores neuronales, 
probablmente células de amplificación transitoria del tipo 2a, que conduce a un mayor 
número de neuronas granulares en el caso del GD. Este incremento se refleja en un 
mayor peso de los cerebros de los animales transgénicos. El ratón presenta un aumento 
de mRNA de las proteínas Dkk1 y sFRP3, inhibidores del complejo Wnt-frizzled que 
impiden la expresión de genes proneurogénicos, compensando probablemente de este 













































1. El ratón doble transgénico que sobreexpresa GSK3β bajo el promotor de GFAP 
es viable. En él, la sobreexpresión de la quinasa se produce, entre otras células 
gliales, en los precursores neurales de la zona subgranular del giro dentado del 
hipocampo. 
2. La sobreexpresión del transgen provoca un aumento del tamaño del cerebro de 
los ratones transgénicos, probablemente debido en gran medida a su expresión 
durante etapas tempranas del desarrollo. Los ratones GFAP/OE GSK3β 
presentan un incremento del tamaño del giro dentado del hipocampo, así como 
un aumento del número de células maduras en esta región.  
3. La sobreexpresión de GSK3β en astrocitos no neurogénicos no altera la 
fosforilación de la glucógeno sintasa glial ni tampoco las cantidades de 
glucógeno presente en el cerebro. 
4. La sobreexpresión de GSK3β en precursores neurales se traduce en un aumento 
del número de precursores neurales positivos para el marcador BLBP, Sox2 y de 
neuroblastos DCX+ en la región neurogénica SGZ de los ratones doble 
transgénicos. 
5. El ratón GFAP/OE GSK3β  no presenta diferencias, en parámetros como la 
proliferación celular, la supervivencia de las nuevas neuronas generadas a 
diferentes tiempos o la reentrada en ciclo de división de los precursores neurales. 
En cuanto a la muerte celular que tiene lugar en la SGZ, aparece una tendencia a 
una mayor muerte en el ratón transgénico. Por otro lado, sí aparecen diferencias 
en la temporalidad de expresión del marcador DCX. En el ratón que 
sobreexpresa la quinasa, el marcador se enciende y se apaga de manera más 
tardía.  
6. El ratón transgénico de GSK3β presenta un aumento de las células microgliales 
Iba1+. Esta alteración provoca una variación en los niveles de diferentes 
citoquinas.   
7. El ratón presenta un aumento de mRNA de las proteínas Dkk1 y sFRP3, 
inhibidores del complejo Wnt-frizzled que impiden la expresión de genes 
proneurogénicos, compensando probablemente de este modo el exceso de 





8. El ratón GFAP/OE GSK3β  muestra variaciones con respecto al ratón control en 
aspectos cognitivos. Así, en el test de condicionamiento al miedo los animales 
transgénicos presentan una inmovilidad o freezing mayor, que significaría un 
mayor recuerdo del ambiente. Por otro lado, en el test de campo abierto los 
ratones transgénicos se comportan de manera más estática. Esta mayor parálisis 
podría explicarse en parte por el mayor peso corporal. Por último, observamos 
que los ratones transgénicos realizan mejor el test de coordinación motora del 
RotaRod. Este resultado podría explicarse por la influencia de la sobreexpresión 
de GSK3β en el cerebelo. 
9. Los precursores neurales aislados del ratón GFAP/OE GSK3β, que expresan el 
transgen de GSK3β, presentan un aumento de la proliferación celular en cultivo.   
10. La neuronas generadas durante la neurogénesis adulta en el ratón transgénico de 
GSK3β, tanto inmaduras (2 semanas) como maduras (8 semanas), presenta 
alteraciones en la morfología de su árbol dendrítico en comparación con el ratón 
control. Además, las que son maduras y se han integrado en la red sináptica 
preexistente, presentan alteraciones a nivel de conectividad en el tamaño y 
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